T.C.
DICLE UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BMSM (Broth Mixing Sterile Mucosal Content) ORTAMINDA
GELISEN CROHN HASTALIGI iLE iLISKiLi ADHERENT-
INVASIVE Escherichia coli (AIEC) IRKININ ADEZIV VE INVAZIV
OZELLIKLERININ KARSILASTIRILMASI

Hisamettin AYGUN

DOKTORA TEZi

BiYOLOJi ANABILIM DALI

DIYARBAKIR
EYLUL 2016




T.C

DICLE UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU

DIYARBAKIR

Hiisamettin Aygiin tarafindan yapilan “BMSM (Broth Mixing Sterile Mucosal Content)
ORTAMINDA GELISEN CROHN HASTALIGI ILE ILISKiLi ADHERENT-
INVASIVE  Escherichia coli (AIEC) IRKININ ADHEZIV VE INVAZIV
OZELLIKLERININ KARSILASTIRILMASI” konulu bu calisma, jlirimiz tarafindan
Biyoloji Anabilim Dalinda DOKTORA tezi olarak kabul edilmistir.

Jiri Uyesinin

Unvan Adi Soyadi %

Baskan : Prof. Dr. Fikret UYAR

Uye : Prof. Dr. Kendal YALCIN

Uye : Dog. Dr. Veysel TOLAN U .

Uye : Yrd. Dog. Dr. Hilal ACAY ‘%%—}
Uye : Yrd. Dog. Dr. Nurullah AKCAN

Tez Savunma Sinavi Tarihi: 30/09/2016

Yukaridaki bilgilerin dogrulugunu onaylarim.

Dog. Dr. Sevtap SUMER EKER
ENSTITU MUDURU V.

(MUHUR )




TESEKKUR

Sahip oldugu bilimsel etik anlayis1 ve yaklasimiyla biyolojiye olan bakis agimin olgunlagmasina
katki sunan ve lisansiistii egitim hayatim boyunca tecrlbeleriyle bana yol gosteren danismanim
Prof. Dr. Fikret UYAR’a ¢ok tesekkiir ederim.

Calismay1 gerceklestirmemde desteklerini benden esirgemeyen ve ¢aligmanin sekillenmesinde
biiyiik katkilart olan Dr. Nicolas BARNICH’e ve Dr. Elisabeth BILLARD’a ¢ok tesekkiir
ederim.

Calisma kosullarim olusturmada biiyiik yardimlarim  gordiigiim Kafkas Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik Bolimii 6gretim iiyelerinden Yrd. Dog. Dr. Cem
OZIC’e ¢ok tesekkiir ederim.

Calisma kosullarini olusturmada yardimlarini benden esirgemeyen ve laboratuvar olanaklarini
hi¢ diisiinmeden bana sunan Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji B&liimii
Ogretim lyelerinden Yrd. Dog. Dr. Murat KARAMESE’ye ¢ok tesekkiir ederim.

Calisma kosullarini olusturmamda gosterdikleri cabadan otiirii Kafkas Universitesi Veteriner
Fakultesi Mikrobiyoloji Boliimii &gretim iiyesi Yrd. Dog. Dr. Aliye GULMEZ’e ve Kafkas
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Boliimii 6gretim iiyesi Yrd. Dog. Dr. Volkan
YILMAZ’a ¢ok tesekkiir ederim.

Ceviri konusundaki desteklerinden otiirii sayin Prof. Dr. Emine MESE’ye ¢ok tesekkiir ederim.
Doktora suresince Karsilastigim sikinti ve problemlerde gosterdigi samimi ¢aba ve
yardimlarindan otiirii degerli arkadagim M. Firat BARANa ¢ok tesekkiir ederim.

Calismanin baglangicinda gostermis olduklar1 caba ve desteklerinden dolay1 degerli kuzenim
Recep ATES ve Opr. Dr. Omer BASOL’a ¢ok tesekkiir ederim.

Calisma kosullarmni olusturmamda yardimlarini benden esirgemeyen uzun sireden bu yana
tamdigim,degerli arkadasim Ahmet DEMIR’e ¢ok tesekkiir ederim.

Diisiinceli ve yardimsever kisiligiyle tanidigim ve tez yazimi esnasinda yardimlarini gordigiim
degerli arkadasim Ismail OZKAN’a ¢ok tesekkiir ederim.

Calisma kosullarint olusturmamda gosterdigi cabalarindan otiiri Serhat UZAN’a ¢ok tesekkiir
ederim.

Ozellikle manevi desteklerinden &tiirii degerli arkadasim Emrah DEMIRAY’a ¢ok tesekkiir
ederim.

Egitim hayatim boyunca yanimda olan, bu noktaya gelmemde ¢ok biiyiik pay1 olan aileme ¢ok
tesekkiir ederim.

Bu ¢alismaya 15.FEN.002 nolu projeyle destek saglayan Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinatorliigiine tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

TESEKKUR. ... ...t e
ICINDEKILER....... ...t
O ZE T e e e
A B S T R A T oot e e e e
CIZELGE LISTESI ... e
SEKIL LISTESI.......ooi e
KISALTMA ve SIMGELER............ccooiiiiiiiiiiiii
1. GIRIS. ...
2. KAYNAK OZETLERI. ... oottt s
2.1. (03 00) 11310 5 T 7 1 .
2.1.1. Crohn Hastaliginin Gelisiminde Rol Alan Faktorler................ccooeiivininn s,
2111, Genetik YatkinliK. .. ..o
2.1.1.2. Beslenme ve Yasam Tarzi........cccoceeuiiiiie it e e e eeeiiaee e
2.1.1.3.  Immunolojik FaKtOIIer. . .....uieeee et eee e e e e e e,
2.1.1.4. Intestinal Bariyer Gegirgenlifi... ... ....ocevvirieeuiiiiineeeeeeeee e e e eeeene,
2.1.15.  Bagirsak FIOTast. ... ..o e e e e

2.1.2. Crohn Hastalarinda ve Saglikli Bireylerde Intestinal Mukozadaki E. coli
LOKAlIZASYONU. .. .. e e e e e e e e e e
2.1.2.1.  Iltihabi Bagirsak Hastalarindan izole Edilen E. coli Irklarmin Patojen

OZEIIKIEI . ...coovvve et
2.1.2.2.  Adherent- Invasive E. coli (AIEC)..... ..o
SATECTN Tarfi. oo
-AlEC Patojenitesinin Molekiler Temeli..........cc.oo i,
-AIEC Irklarmin Patojenitesiyle Ilgili Karakteristik Gen Faktorleri...............
2.2. Intestinal Flora Uyelerinin Barindig1 Bagirsak Sistemine Genel Bir Bakis......
2.2.1. INCE BABITSAK. .. .. vveiiee et et e e e et et e e e e e e e
2.2.2. Kalin BagIrsaK. .. ..o vttt ie e e et e e e
2.3. Intestinal Bagisiklik Sisteminin Birincil Savunma Hatt1 Bilesenlerinden
MUKUS V& OZBIHKIEI ... ...t e e e
2.3.1. MUSIN DOMENIEIT. ..ot e e e e
2311 Transmemran MUSIN. .. ... e et et e e e e e
2.3.1.2. Jel FOrMU MUSIN... ..t e e e e e e e
2.3.2. Kolondaki Mukus ve OZelliKIEri..........cc..eevuiiiii e,

© o0 o1 o1 -



2.3.2.1.
2.3.2.2.
2.3.3.
2.3.4.

3.1
3.1.1.
3.1.1.1
3.1.1.2
3.1.13.
3.1.14.
3.1.15.
3.1.1.6.
3.1.2.
3.1.3.
3.1.4.
3.2.
3.2.1.

3.2.2.
3.2.3.

3.2.4.
3.2.5.
3.2.6.
3.2.7.
3.2.7.1.
3.2.7.2.
3.2.3.

4.1.

4.2.

4.3.

Kolondaki Komensal Bakteriler............cooiiiiiii s
Kolondaki Patojen Mikroorganizmalar............c.cocoeiii i e,
Midedeki Mukus ve OzZelliKIEri..........ccceeviuieiiiii e e
Ince Bagirsaktaki Mukus ve OzelliKIEri. .. ... ..cceeevunierieeiiieeeiieeiiieee,
MATERYAL VE METOT ... e e
MALEIYAL. .. . e e e e e
Kullanilan Besiyerleri ve COzeltiler.........ooviiviiieii i e

Fosfat Tamponunun Hazirlanmasi.........cccceeviiiiiiie e i e e

%1'lik Triton X-100 Cozeltisinin Hazirlanmasi............c.cocvveeiniiniinnannnn.

Sivi Luria-Bertani (LB) Besiyerinin Hazirlanmast.............cccovv e ininnnn,
Kat1 LB-Agar Besiyerinin Hazirlanmasi............cooociiiii i e
Hiicre Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmast... ..o i e,
Antibiyotiksiz (MEM + %10 FBS) Hiicre Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmast......
Kullanilan Biyokimyasallar ve Inorganik Bilesikler...........cccocovivvvvevereerinnnnn.
Kullanilan Cihazlar ve Diger Materyaller..........c..ovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiienann,
Kullanilan Biyolojik Materyaller... ... ..ovovvviie e e e e e e e v ee e

Kolon ve Ince Bagirsagin Farelerden Izolasyonu ve Mukozal igeriklerin

EIUSI. ... e
BMSM (Broth Mixing Sterile Mucosal Content) Ortamlarinin Hazirlanmasi...

Farkl1 Bolgelerdeki BMSM Ortamlarinda Gelisen Bakteri Sayisinin

Spektroskopik Olarak Tayini...........eviiiii i e
Adezyon ve Invazyon Deneyleri icin Bakteriyel Kiiltiir Hazirlanmasi............

Adezyon ve Invazyon Deneyleri i¢in Bakteriyel Inokiiliimiin Hazirlanmasi.....

I-407 Hiicrelerinin Adezyon ve invazyon Deneyleri Igin Hazirlanmasit..........
Huicrelerin enfekSiYONU.........oi i e e
AJEZYON DENBY ...t ettt e e e e e
INVAZYON DENEYI. ... vvneir et e e e et et e e e e e e e e,
Istatistik Hesaplamalar................ovureeeeeeeeeieeeiee et e eee e e eee e,
ARASTIRMA BULGULARI ...,
Farkli Bolgelerdeki BMSM Ortamlarinda Gelisen Bakteri Sayisinin
Spektroskopik Olarak Tayininden Elde Edilen Bulgular.............................
BMSM Ortamlarinin 1-407 Hiicreleri Uzerindeki Etkisiyle Tlgili Mikroskobik
GOZIBMIT ... .. e
FVB/N Farelerine Ait Adezyon ve Invazyon Sonuglart................c...cecvvee,

37
38
39
39
41
41
41
41
41
41
41
42
42
42
42
43
43

43
44

45
46
46
46
47
48
48
49
51

o1

53
55



4.3.1.
4.3.2.

4.4,

4.4.1.
4.4.2.

4.5.

AdezZyon SONUGIATL. ... . e st e e
INVAZyOn SONUGIAIT. .. ... iiuis it e e e e e e e e,
Balb/c Farelerine Ait Adezyon ve Invazyon Sonuglart................ccccceevevennnne,
Adezyon SONUGIATT. .. ....vee it e e e e e e
INVAZYON SONUGIALI. .. ...ttt it e et e e
FVB/N ve Balb/c Farelerine Ait Kontrole Gére % Adezyon ve Invazyon

Degerlerinin Birlikte GOStEITMI........c.vie it e
TARTISMA Ve SONUGC ...ttt e
KAYNAKLAR. .. e e e e e
(0461 2161 1 O

55
56
59
59
60

63
65
73



OZET

BMSM (Broth Mixing Sterile Mucosal Content) ORTAMINDA GELISEN CROHN
HASTALIGI ILE iLiISKILI ADHERENT- INVASIVE Escherichia coli (AIEC)
IRKININ ADEZIV VE INVAZIV OZELLIKLERININ KARSILASTIRILMASI

DOKTORA TEZI
Hiisamettin AYGUN

DICLE UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
BIiYOLOJI ANABILIM DALI

2016

Su ana kadar Crohn hastaliginin gelisiminde rol alan faktorlerden biri olan bagirsak
florasi i¢inde hastaligin bir¢ok karakteristigiyle uyumlu patojen dzellikleriyle Crohn hastaligina
genetik olarak yatkin bireylerde spesifik hasara neden olan en olasi ik Adherent-Invasive
Escherichia coli irkidir. Bununla birlikte bu 1rk saglikli bireylerde de bulundugundan genellikle
bir patobiyont olarak kabul edilir. Ayrica irka Ozgii molekiiler hedefler heniiz mevcut
olmadigindan bu wkin saglikli mukozadaki yerlesim yerini belirlemek miimkiin degildir.
Stiphesiz rkin saglikli intestinal mukozadaki yerlesim yerinin belirlenmesi 1rkin hastaligin
geligimindeki roliiyle ilgili onemli veriler sunacaktir.

Calismamizda farkli zamanlarda kullandigimiz FVB/N ve Balb/c farelerine ait kolon
(CR) ve ileum (IR) bolgelerinden elde ettigimiz mukozal igerikleri ve hiicre kiiltiir ortamini
veya Luria-Bertani (LB) ortamini belli oranlarda igeren, Broth Mixing Sterile Mucosal Content
(BMSM) ortamlarini olusturduk. Béylelikle hem bu BMSM ortamlarini igeren hiicre enfeksiyon
deneyleri yoluyla LF82’nin adeziv/invaziv 6zelliklerini kargilastirarak hem de LF82’nin BMSM
ortamlarindaki bakteriyel kiiltiiriinii yaparak AIEC 1rki, LF82’nin saglikli intestinal mukozadaki
yerlesim yeri ile ilgili ipuglar1 elde etmeyi amagladik. I-407 hiicre hattinin kullanildigi invazyon
ve adezyon deneylerine ait sonuglar her iki fare irkinda da genellikle benzerdi ve birbirini
dogruladi. Sonuglar bagirsak sisteminin farkli kisimlarindan hazirlanmis her bir BMSM
ortaminda, LF82’nin Ureme ve adeziv/invaziv 6zellikler bakimindan oldukga farkli davraniglar
sergiledigini gosterdi. Ustelik bu farkliliklar genellikle IR bélgesinden hazirlanan BMSM
ortaminda CR bdlgesinden hazirlanan BMSM ortamina gore daha giiclii ve anlamliydi. 3 saatlik
hiicre enfeksiyon periyodundan sonra, IR bdlgesinden hazirlanan BMSM ortamini igeren hiicre
kiiltiir ortami, LF82’nin adezyonunu inhibe etti ve gentamisin uygulamasini takiben 1 saatlik ek
hicre inkiibasyon periyodundan sonra bu ortam LF82’nin invazyonunu da gii¢li bir sekilde
inhibe etmisti. Bu BMSM ortaminda hiicre yiizeyine yapisan LF82 orani kontrole gore
neredeyse yari oranlardayken, intraseliiler LF82 orani, kontroldeki intraseliiler LF82 oran1 %100
kabul edildiginde %5’ten daha azdi. Bakteriyel kiiltiir sonuglarina gére ise her iki bolgeye ait
BMSM ortaminda da LB ortamina gore daha yiiksek bir bakteri iiremesi goriildii. Ustelik IR
bolgesinden hazirlanan BMSM ortaminin, LF82’nin {ireme kabiliyeti bakimindan en iyi ortam
oldugunun gozlenmesi ilgingti. Keza bir gecelik inkiibasyondan sonra LB ortamiyla
karsilastirildiginda, bakteri bu ortamda ortalama iki kati sayida tiredi.



Sonug olarak 6zgln bir yaklasimla gerceklestirdigimiz bu ¢alisma, saglikli intestinal
mukozada kolon yerine ileumun, ATEC irki, LF82 igin daha olasi bir yerlesim yeri olduguna

dair énemli ipuglar1 sundu.
Anahtar Kelimeler: AIEC, LF82, Crohn Hastaligi, Broth Mixing Sterlie Mucosal Content
(BMSM), Adezyon, invazyon.
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ABSTRACT

COMPARISON ADHESIVE and INVASIVE FEATURES of CROHN’S DISEASE-
ASSOCIATED ADHERENT-INVASIVE Escherichia coli (AIEC) STRAIN
GROWING in BMSM (Broth Mixing Sterile Mucosal Content) MEDIUM

PhD THESIS
Husamettin Aygun

DEPARTMENT of BIOLOGY
INSTITUTE of NATURAL and APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY of DICLE

2016

To date Adherent-Invasive Escherichia coli (AIEC) with pathogenic traits that is
compatible with many characteristic of this disease is the most likely strain to case specific
damage to the people who are genetically susceptible to Crohn’s disease (CD) in the gut flora
that is one of factors playing a role in development CD. However AIEC usually is being
accepted as pathobiont because of this strain is also isolated from healthy individuals. Besides,
the exact localization of these strains in healthy intestinal mucosa is not possible to be detected
due to the fact that specific molecular targets belonging these strains have not been determined
yet. Undoubtedly, determining exact localization of this strains in the healthy intestinal mucosa
will be provide significant data related to role of AIEC in development CD.

In our study, we designed Broth Mixing Sterile Mucosal Content (BMSM) mediums
composed of certain rates of cell culture medium or Luria-Bertani (LB) medium and mucosal
contents obtained from colonic region (CR) and ileal region (IR) belonging to FVB/N and
Balb/c mice that we used different times. Thus, We aimed to obtain some clues about the exact
localization of AIEC strain, LF82 in healthy intestinal mucosa via both using bacterial culture of
LF82 in BMSM mediums and comparing adhesive and invasive abilities of LF82 with cell
infections experiments including BMSM mediums. Results of adhesion and invasion
experiments that using 1-407 cell line, usually were similar and agree each other in both mice
type. The results showed that LF82 exhibit rather different behaviors in terms of proliferation
and adhesive/invasive features in each BMSM mediums prepared from different part of
intestine. Moreover, these differences were stronger and significant in BMSM medium prepared
from IR than in BMSM medium prepared from CR. After 3 hours cell infection period, cell
culture medium including BMSM medium prepared from IR, inhibited adhesion of LF82 and
after gentamicin treatment following additional one hour incubation period, 1t also had inhibited
strongly invasion of LF82. In this BMSM medium, while rate of LF82 associated to the cell
surface were almost half rates according control, rate of intracellular LF82 was more less than 5
% when rate of intracellular LF82 in control defined as 100 %. According bacterial culture
results however, more bacterial proliferation was seen in both BMSM medium prepared from
IR and CR than LB medium. Moreover, it was interesting to observe that BMSM medium
prepared from IR was the best medium in term of the proliferation capability of LF82. Likewise
after overnight incubation period, LF82 number growing in BMSM medium prepared from IR,
was about twice in compared with LF82 number growing in LB medium.
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In conclusion, this study which we performed with an original approach offered

significant clues regarding to ileum being more likely localization site for AIEC strain, LF82
rather than colon in the healthy intestinal mucosa.

Key Words: AIEC, LF82, Crohn’s Disease (CD), Broth Mixing Sterile Mucosal Content
(BMSM), Adhesion, Invasion.
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Hiisamettin AYGUN

1. GIRIS

Crohn hastalig1, sindirim sisteminin c¢esitli kisimlarimi etkileyebilen kronik
inflamatuar bir bagirsak hastaligidir. Gelisiminde karmasik genetik ve cevresel
faktorlerin rol aldigi bu hastaligin etiyolojisi yapilan onca arastirmaya ragmen hala
bilinmemektedir. Diger taraftan hastaligin gelisiminde rol alan bu faktdrler arasinda
bagirsak florasinin ayr1 bir 6nemi vardir. Ciinkii hastaligin gelisiminde intestinal
floranin rolii ile ilgili birka¢ giiclii bulgu mevcuttur. Bunlardan biri Crohn hastalarinda
cerrahi miidaheleden sonra terminal ileumun luminal igerikle temasinin, artmis
inflamasyonla sonuglanmasi; ancak fekal akim bagka bir tarafa yonlendirildiginde bu
bolgelerde iyilesme belirtilerinin gozlenmesidir (Rutgeerts ve ark. 1991). Digeri, bazi
Crohn hastalarinda antibiyotik tedavisinin olumlu sonu¢ vermesi ve c¢oklu hayvan
deneylerinde antibiyotik muamelesini takiben iilserasyon belirtilerinin azalmasi ve
ayrica germ-free hayvanlarda kolit bulgularina rastlanilmamasidir (Sartor 2008). Ayrica
birgok epidemiyolojik c¢alisma, patolojik veri, genetik ve deneysel bulgu

mikroorganizmalarin Crohn hastaliginin patojenezindeki roliinii desteklemektedir.

Diger taraftan bagirsak florasinin Crohn hastaligiyla olan iligkisine yonelik
yapilan caligmalarda, hastaligin ileal tipine sahip bireylerde, normal bireylerle
karsilastirildiginda anlamli derecede artis gdstermis bir Escherichia coli miktarinin
varligi, dikkatleri bu tiiriin iiyeleri ilizerine ¢ekmistir. Ayrica Crohn hastaligini da
kapsayan Iltihabi Bagirsak Hastaligia (IBH) sahip bireylerden izole edilen E. coli
irklarinin EXPEC 1wrklarina 6zgii farkli birtakim virulens genlerine sahip oldugu tespit
edilmistir. Oysa intestinal patojenik E. coli rklarinin, kendine 6zgii virulens genleri ya
cok nadirdir ya da hig¢ yoktur (Schultsz ve ark. 1997, Baumgart ve ark. 2007, Kotlowski
ve ark. 2007, Martinez-Medina ve ark. 2009, Sepehri ve ark.2011, Petersen ve ark.
2009, Schippa ve ark. 2009, Elliott ve ark. 2013). Ek olarak yapilan birgok serolojik
calismada, Crohn hastalarinda E. coli digs membran porin C’ye karsi iiretilen antikorlarin
(anti- Ompc) artis gosterdigi rapor edilmistir (Mei ve ark. 2006).

Son donemde Crohn hastalarindan izole edilen E. coli irklar1 ig¢inde ayirici
fenotipik patojen 0Ozellikleriyle Crohn hastaligi ile iliskilendirilen yeni bir 1rk

kesfedilmistir (Darfeuille-Michaud ve ark. 2004). Adherent-Invasive E. coli (AIEC)

olarak isimlendirilen bu 1tk bu hastaliga genetik olarak yatkin bireylerde spesifik hasara
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neden olan en olasi wrktir. Keza AIEC in vitro kosullarda intestinal epitelyum
hiicrelerine yapisabilir ve onlari, hiicre iskeleti elemanlar1 aktin ve tiibulin
polimerizasyonu yoluyla invaze edebilir (Boudeau ve ark. 1999). Ayrica in vitro
kosullarda makrofajlar iginde yiiksek miktarda TNF-a (Tumor Nekrosis Faktor-o)
salinimina neden olmasinin yaninda, bu hiicreler i¢inde canli kalip ¢ogalabilir. AIEC
Crohn hastalarinda bir tir adezyon reseptorii olan CEACAM 6 (carcinoembryonic
antigen-related cell adhesion molecule 6) molekdllerinin yiiksek oranda ekspresyonunu
indukleyebilir. Keza bu molekiller AIEC icin birer adezyon reseptérudir. AIEC rki
ayn1 zamanda mukozal bariyeri gecgerek lenfoid dokulara gegmesini saglayan long polar
fimriae (Ipf)’ya sahiptir. Tim bunlara ek olarak AIEC’in in vitro olarak olusturulan
kolitte inflamatuar mukozal immun yaniti, Tool like receptor 5 (TLRS) ve IPAF
flagellin reseptorlerinin ekspresyonunu arttirmak suretiyle siddetlendirebilir (Carvalho
ve ark. 2008).

AIEC’in, o6zellikle Crohn hastaliginin ileal tipinde kontrole nazaran dokularda
anlamli derecede yiiksek yogunlukta bulunmasi ve hastaligin seyrini kétiilestirebilen
belirlenmis onca patojenite mekanizmasina ragmen hala hastaligin etiyolojisindeki rolii
net olarak anlasilabilmis degildir. Ciinkii AIEC 1rklar1 Crohn hastalarindan daha diisiik
yogunlukta bulunmalarina ragmen saglikli bireylerde de tespit edilmistir. Bu nedenle
AIEC bir patojenden ziyade bir patobiyont olarak degerlendirilir. Bir patobiyont normal
sartlar altinda saglikli mukozada yerlesik olarak yasar ve konukc¢uya zarar vermez.
Ancak cevresel ve genetik sartlar bozuldugunda ya da degistiginde konukg¢uda patolojik
reaksiyonlarin gelismesine yol acar (Janet ve ark. 2011). Diger taraftan mevcut sartlar
alinda AIEC wkinin mukozadaki loklalizasyonunun tam olarak neresi oldugunu
belirlemek mimkiin degildir; ¢inki AIEC patotipine 6zgi molekiler hedefler heniiz
mevcut degildir. Bu agidan AIEC’in intestinal mukozadaki yerlesim yerinin
belirlenmesi hastalikla olan iligkisine dair Onemli veriler sunacak, bu irka 06zgii
molekiiler hedeflerin bulunmasini kolaylastiracak belki de Crohn hastaligi i¢in yeni

0zgun terapotik hedeflerin saptanmasini saglayacaktir.

Mevcut ¢alismamizda AIEC’in saglikli intestinal dokudaki yerlesim yeri ile ilgili
farklh bir yaklasim tarzi kullandik. Farelerde intestinal sistemin iki farkli bolgesinden
(Kolon ve Ileum) elde ettigimiz mukozal igerikleri belli oranlarda besiyerleriyle

karistirip filtre ederek BMSM (Broth Mixing Sterile Mucosal Content) ortamini
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hazirladik. AIEC referans irki LF82’yi hem intestinal sistemin farkli bolgelerinden
hazirlanmig BMSM ortamlarinda kiiltiire ederek hem de bu BMSM ortamlarini belli bir
oranda (%20) hiicre kiltiir ortamina ekleyerek bu irkin farkli ortamlardaki adheziv ve
invaziv 6zelliklerini karsilastirarak bu irkin saglikli intestinal sistemdeki yerlesim yeri

ile ilgili ipuclar1 elde etmeye calistik.






Hiisamettin AYGUN

2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Crohn Hastah@

Crohn hastalig ile ilgili ilk bulgular 1769°da italyan doktor Giovanni Battista
Morgagni, 1898’de Jhon Berg ve 1904’te Antoni Lesniowski tarafindan kayitlara
gecmesine ragmen hastaligin elle tutulur karakteristikleri 1930°da Dr. Burill B. Crohn
tarafindan tarif edilmis ve hastaligin Ozellikleri Crohn ve ark. tarafindan 1932°de
“‘Bolgesel iletitis: patolojik ve kronik bir olusum’® bashigiyla makale olarak
yayimlanmistir. Bu tarihten itibaren hastalik tibbi literatiirde Crohn hastaligi (Crohn’s

disease) olarak anilmaya baslanmistir (Naser ve ark. 2012).

Crohn hastaligmin yer aldigi Iltihabi Bagirsak Hastaliklarmin (IBH) diinyada
gorulme sikligi genel populasyonun %0.4-1’ine denk gelmektedir. Crohn hastaliginin en
yaygin goriildiigii yerler endiistriyel olarak gelismis Kuzey Amerika ve Avrupa iken en
az gorildigi yerler Afrika ve Asya’dir (Sekil 2.1.). Kuzey Amerika ve Avrupa’da her
100 000 kisiden 27-48’inde bu hastaliga rastlanilmaktir. Amerika Hastalik Kontrol ve
Onleme Merkezinin (CDC) verilerine gore yaklasik 1.4 milyon Amerikali bu hastaliga
sahiptir ve Crohn hastaligin1 de i¢ine alan iltihabi bagirsak hastaliklar ile ilgili saglik
giderleri yillik 1.7 milyon $ civarindadir (Naser ve ark. 2012, Michail ve ark. 2013).

L
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Sekil 2. 1. Crohn hastaliginin diinya tizerinde cografik olarak goriilme siklig1 (Szilagyi ve ark. 2014)
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Hastalik cinsiyete gore kadin ve erkeklerde goriilme sikligi bakimindan blyuk
bir farklilik arz etmez. Crohn hastaliginin belirtileri tipik olarak on ile yirmili yaslarda
ortaya c¢ikar. Bununla birlikte ilag tedavisi ile hastaligin kotii seyri (aktivasyon)
giderilebilir ancak hastalik tamamen ortadan kaldirilamaz. Hastaligin goriilme
sikliginda 50-70 yaslarinda bir yiikselis vardir. Hastalikla ilgili esas sikayetler bu
yaslarda goriiliir (Naser ve ark. 2012).

Cekum

Sekil 2. 2. Crohn hastaligindan en ¢ok etkilenen sindirim sistemi bolgeleri
(Anonim 2016,)

Crohn hastalig1 sindirim sistemini olusturan agiz, yemek borusu, mide, ince ve
kalin bagirsak gibi sindirim sisteminin bir veya birka¢ kismini etkileyebilir. Agizdan
antise kadar sindirim sisteminin herhangi bir yerini etkileyebilmesine ragmen, en ¢ok
ileumda ve kalin bagirsakta hastaliga neden olmaktadir (Sekil 2.2). Crohn hastaligi
sindirim sisteminde etkiledigi bolgelerde kalinlasma ve iilserler olusturan kronik bir
hastalik tiirtidiir. Bagirsaktaki kalinlasma bu bolgelerde darliklarin olusmasina neden
olabilir. Hastalikl1 alan birka¢ santimetre uzunlugunda ya da bir metreyi asan uzunlukta
olabilir (Sekil 2.3.). Kimi hastada anus bolgesinde “fistiil” adi1 verilen, iltihabin aktig
deliklere rastlanilabilir (Naser ve ark. 2012).

Crohn hastalig1, belirtilerini gosterdigi yani azdigir aktivasyon donemi ve
nispeten hastalikla ilgili sikayetlerin goriilmedigi remisyon donemi ile seyreder. Crohn

hastaliginin ii¢ degisik fenotipi vardir. Hastalarin %701 sadece inflamasyonla seyreden
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(non-striktlrel ve nonpenetran tip) tipe sahipken %17-20’si strikturlt tip, %13-15’i de
fistll ve apse formasyonu gozlenen penetran tipe sahiptir. Crohn hastaliginda hastaligin
gastrointestinal sistemdeki anatomik lokalizasyonu zaman iginde belirgin degisiklik
gostermez ancak fenotip degisebilir. Hastalik genellikle inflamatuar fenotiple baslar ve
zaman icinde kontrol edilmeyen inflamasyon, striktlrli (%27) veya penetran forma
(%29) doniisiir. Hastalarin %15-20’sinde yasam kalitesini biiyiik 6lgiide bozan kronik
aktif bir formda seyreder (Loftus ve ark. 2002). Ancak c¢ogunlukla tekrarlayan
alevlenmelerle karakterize kronik formu daha yaygindir (%65-75). Teshisten sonraki
birinci yilda hastalarin %55-65’inde remisyon saglanabilir ancak hastalarin sadece %10-
15’inde uzun sureli remisyon saglanabilirken hastalarin %20'si tedavisiz remisyona
girer. Remisyonda kalma siiresi hastalarin %50'sinde 2 yildir. Hastalarin % 50'si 10 yil
icinde cerrahi tedaviye ihtiya¢ duyar. Cerrahi miidahale gegiren hastalarin %30'u
sonucta yine cerrahi tedaviye gerek duyar. Crohn hastaligi, etkiledigi bireylerde yasam
kalitesini diistirerek performans kaybina neden olur (Loftus ve ark. 2002, Frolkis ve
ark. 2013).

Baslangi¢ tedavisi steroidler (prednison gibi) ve antibiyotikler (klaritromisin,
ampisilin, metronidazol gibi) ile yapilan ilag¢ tedavisidir ancak Crohn hastaligi i¢in sifa
saglayan bir tedavi yoktur. Bununla birlikte bir veya daha fazla ilagla yapilan medikal
tedavi erken Crohn hastaligini tedavi etmek ve semptomlarini rahatlatmak igin bir yol
sunabilir (Naser ve ark. 2012).

‘_' ® . v . : - :
Sekil 2.3. Crohn hastaliginda kolonoskopik goriintiiler: a, Kolon mukozasinda kaldirim

tag1 goriiniimiinde yalanci poliplerin olusumu. b, Terminal ileumda daralma
ve Ulserler (Lim ve ark. 2013)
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2.1.1. Crohn Hastahgmmin Gelisiminde Rol Alan Faktorler

Crohn hastaliginin gelisiminde karmasik c¢evresel ve genetik faktorler rol
oynadigindan bu hastaligin etiyolojisini belirlemek zordur. Hastaligin gelisiminde
karmasik cevresel ve genetik faktorler rol oynamasina ragmen, Crohn hastaliginin
patojenezinde tanimlanmig destekleyici bulgular iceren c¢evresel faktorler vardir ki bu
cevresel faktorlerin en 6nemli olanlarindan biri de bakteriler ve onlarin bilesenleridir.
Bu bulgular bir diger iltihabi bagirsak hastaligi olan Ulseratif kolit icin de gecerlidir.
Keza hem Crohn hastaligindan hem de Ulseratif kolitten etkilenen sindirim sistemindeki
bolgeler yiksek bir bakteriyel yogunluga sahip olmasina ragmen bu boélgelerde diisiik
bir bakteriyel gesitlilik gozlenmektedir. Diger taraftan Crohn hastalarinda fekal igerigin
cerrahi olarak yonlendirilmesi ya da intravendz yoldan temel besin monomerleriyle
hastanin beslenmesi (total parental nutrition) gibi uygulamalar enterik inflamasyonun
kontroll icin tedavi edici olarak kullanilmistir. Bu hastalikta enterik flora ile ilgili bir
diger bulgu ise probiyotik ve antibiyotiklerle yapilan tedavinin faydali olusudur (Sasaki
ve ark. 2007). Bununla birlikte Genetik yatkinlik, Beslenme ve yasam stili,
Immiinolojik faktorler, Intestinal bariyer gecirgenligi ve Intestinal flora Uyeleri gibi
cesitli faktorlerden birinin veya birkaginin Crohn hastaliginin gelisiminde rol aldig:

diisiiniilmektedir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Crohn hastaliginin gelisiminde rol alan faktorler. Crohn hastaliginin (CH) patojenezi
tam olarak bilinmemektedir. Sekilde goriildiigii gibi hastaligin gelisiminde bir veya
bircok faktor rol alabilir (Keita ve ark. 2012)

2.1.1.1. Genetik Yatkinhk

Crohn hastalig1 genetik bir hastalik degildir. Ancak son donemde bir¢ok genetik
yatkinlik faktorii bu hastalarda tespit edilmistir. Crohn hastaligi ve Ulseratif Kolit
hastaligin1 kapsayan IBH ile ilgili genetik temelli ¢alismalardan su ana kadar 163 riskli
lokus tespit edilmis; bunlar 30’u Crohn hastaligina 6zgii iken 110°u Ulseratif kolit ve
Crohn hastaliginin ikisinde de ortak bir sekilde bulunan riskli gen lokuslaridir (Barrett
ve ark. 2008, Franke ve ark. 2010, Jostins ve ark. 2012). Crohn hastalarinin dogal
bagisiklik sisteminde, patojen tanima ile ilgili; nucleotide-binding oligomerization
domain-2 (NOD2) ya da diger adiyla Caspase-recruitment domain 15 (CARD15) ve
interlokin reseptor 23 (IL23R), otofaji ile ilgili ise; bagisiklik-baglantili GTPase M
(IRGM) ve otofaji-baglantili 16-like 1 (ATG16L1) gen bolgelerinde polimorfizmler
tespit edilmistir (Lee ve Parkes 2011). NOD2 protein reseptori siklikla makrofajlar,
dendritik hiicreler ve diislik seviyelerde intestinal epitelyum hiicrelerinde hatta bazen T
hlcrelerinde sentezlenir (Gutierrez 2002, Shaw 2009) ve dogal bagisiklik sisteminin bir

parcasidir. NOD2, bakteriyel peptidoglikanin bir komponenti olan N-asetil Muramil
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dipeptit ile (MDP) aktive edilir (Meylan ve ark. 2006, Kanneganti ve ark. 2007).
NOD2’inin diger ligantlar1 N-glikol muramil dipeptit (mukobakteriyel) ve viral
ssRNA’dir. NOD2’inin MDP ile aktiflesmesi, diger aracilar yoluyla NF-kB (Nikleer
Faktor Kappa B) yolagini aktiflestirir. NF-KB yolagmin aktiflesmesi hicrelerde
inflamasyon cevabina aracilik eden proinflamatuvar sitokinlerin retimini ve sentezini
indukler (Coulombe ve ark. 2009, Sabbah ve ark. 2009). Crohn hastalarinda NOD2’de
meydana gelen mutasyonlar bu gen iriiniin bakteriyel MDP tanimada rol alan 16since
zengin domeinini etkiler. Crohn hastaligi ile iligkili diger anahtar genler IRGM ve
ATG16L1’dir (Hampe ve ark. 2007, Parkes ve ark. 2007, Rioux ve ark. 2007). Bu iki
genin kodladig1 proteinler otofajinin anahtar bilesenleridir. Crohn hastalarinda bu iki
gende meydana gelen mutasyonlardan 6tirii makrofajlarda otofaji bozulmustur. Otofaji
evrimsel olarak korunmus bir lizozomal degradasyon prosesidir. Otofaji genel olarak
tim hicrelerde meydana gelebilen bir olaydir ve organel ve protein yenilenmesinde
blylk 6neme sahiptir. Otofaji prosesinde sitoplazmik materyal (DNA, protein, organel
veya bakteri) ¢ift zarli otofagozomlar tarafindan sarilarak igeri alinir. Daha sonra
endozomlar yoluyla lizozomlara gecirilip orada sindirilerek ortadan kaldirilir. Aglik
durumunda hucreler besin ve enerji ihtiyaci hissettiklerinde de otofaji induklenir (Fritz
ve ark. 2011). Otofajiyle hatali sentezlenmis protein, DNA, lipid ve hasarli organeller
ortadan kaldirildigi gibi makrofajlar araciligi ile fagosite edilmis bakteriler oldiiriip,
pargalanarak ortadan kaldirilir. Crohn hastalarinda otofajinin anahtar genleri IRGM ve
ATG16L1’deki polimorfizmin, bozulmus intraseliiler bakteriyel kleransla ilgili oldugu
diistintilmektedir. (Gutierrez ve ark. 2004, Birmingham ve ark. 2006, Sanjuan ve ark.
2007).

Ek olarak, toll-like receptor 4 (TRL4), lésince zengin serin treonin kinaz-2
(LRRK?2), nétrofil sitozolik faktor-4 (NCF4) ve IL-23 R gibi gen lokuslarinda da Crohn
hastaligina yatkinlik ile ilgili oldugu diisiiniilen gen polimorfizmleri tespit edilmistir

(Carriére ve ark. 2014).

Gram negatif bakterilerin dis membraninda bulunan lipopolisakkaritlerin (LPS)
saptanmasinda anahtar rol oynayan TRL4, dendritik hiicrelerin, makrofajlarin ve
intestinal epitelyum hiicrelerinde bulunan bir apikal hiicre ylizey tanima reseptoridur.
Crohn hastaliginda bu gendeki polimorfizm bakteriyel lipolisakkaridlere kars1 diigiik bir
duyarliliga sebep olur (Tawfik ve ark. 2014). Ayn1 sekilde bu hastalarda LRRK2’de de

10
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tek nikleotitte meydana gelen gen polimorfizmleri tespit edilmistir. Bu genlerden
yoksun olan farelerle yapilan deneylerde inflamasyon indiikleyici DSS (Dekstran
Sodyum Siilfat tuzu) uygulamasindan sonra artmis inflamasyon cevabina karsilik daha
zaylf klinik bulgular gézlenmistir (Ouburg ve ark. 2005, Liu ve ark. 2011). Diger
taraftan mikrobiyal enfeksiyon cevabinda fagositik hiicreler tarafindan iiretilen reaktif
oksijen tiirevleri i¢in 6nemli olan adenin diniikleotit fosfat (NADPH) oksidaz’in p40-
phox altbirimini kodlayan NCF4 geni de Crohn hastaligina yatkinlik geni olarak
literatiirdeki yerini almigtir. Keza molekiiller NADPH oksidazda meydana gelen
defektlerin kronik graniilomatdz hastaliklarla sonuglandigi yapilan caligmalarla
gosterilmistir  (Volpp ve ark. 1988). Tum bu c¢alismalar makrofajlarin Crohn
hastaliginda meydana gelen immin disfonksiyonda anahtar bir role sahip olabilecegini
gostermektedir (Tawfik ve ark. 2014).

Son olarak Crohn hastaliginda IL23R geninde de bazi polimorfizmler
gbzlenmistir. Dendritik hiicreler ve makrofajlar tarafindan sentezlenen IL-23R,
inflamatuar sitokinlerin Gretimini indikleyerek intestinal inflamasyona katkida

bulunabilir (McGovern ve Powrie 2007).

2.1.1.2. Beslenme ve Yasam Tarzi

Crohn hastaliginda rol oynayan cgevresel faktorler net olarak anlasilabilmis
degilse de hastalikla iliskilendirilebilen bir dizi arastirma bulgusu mevcuttur. Hastaligin
inisidansinda cografik dagilima bakildiginda az gelismis iilkelerde bu hastalik diisiik bir
goriilme sikligina sahipken gelismis ve hizla gelismekte olan {ilkelerde yiiksek bir
gorilme sikligina sahiptir (Akobeng ve Thomas 2007). Dolayisiyla bir¢ok arastirma bati
hayat tarzinin hastaligin gelisiminde nasil bir rol oynadigini tanimlamaya odaklanmaistir.
Sik1 kisisel hijyen, yiiksek antibiyotik kullanimi ve yiiksek yag-karbonhidrat temelli
beslenme aliskanlig1 yiiksek oranda bati iilkelerinde tercih edilen bir hayat tarzidir. Bati
tarzi beslenme intestinal floradaki bakteri kompozisyonunu degistirir. Bati tarzi
beslenmenin intestinal flora ve bagirsak fizyolojisi lizerindeki etkisinin arastirildig bir
caligmada yiiksek yag/seker kombinasyonundan olusan diyetle beslenen farelerde
kontrollerle karsilastirildiginda incelmis bir mukozal =zar, artmis bir intestinal
gecirgenlik ve yiikselmis TNFa salinimi gozlenmistir; bu da bagirsaklardaki bakteriyel
kompozisyonu degistirmis ve Crohn hastaligi ile yakindan iligkili AIEC LF82

11
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bakterisinin bagirsak epiteline yiiksek oranda kolonize olmasina neden olmustur.
(Martinez ve ark. 2014). Yaglar zaten kendi basina zararli 6zelliklere sahipken, yaglarda
kullanilan emigiilatérler de sindirim sistemi i¢in zarar teskil etmektedirler.
Emigulatorler deterjan karakterli maddelerdir. Yiyecek katki maddesi olarak kullanilan
ve bir emigulatér olan polisorbat-80°nin intestinal gecirgenligi arttirdigi ve intestinal M
hiicrelerine bakteriyel gegisi arttirdigi yapilan bir ¢aligmayla ortaya konmustur (Roberts
ve ark. 2010). Benzer olarak bati-tarz1 diyette yiiksek oranda bulunan bir polisakkarid
olan maltodekstrin tiiketimi Ileal Crohn hastaliginin baskin iiyesi AIEC LF82 irkinin
intestinal epitelyum hiicrelerinde giiclii bir sekilde biyofilm olusturmasina neden olur
(Agus ve ark. 2014). Diger taraftan bir muz cinsinin (plantain) Crohn hastalig1 ve kolon
kanseriyle iligkili E. coli bakterilerinin invazyon ve adezyonunu inhibe ettigi yapilan
calismalarla ortaya konmustur. Ilging bir sekilde bu muz cinsinin yogun olarak
tiiketildigi Afrika ve Hindistan gibi bolgelerde hem Crohn hastaligi gibi iltihabi
bagirsak hastaliklarinin hem de kolon kanserinin diisiik bir goriilme sikligma sahip

oldugu goriilmiistiir (Roberts ve ark. 2010).

Hem Crohn hastaligi hem de Ulseratif kolit hastaliginin gelisiminde rol alan bir
diger faktor sigara igme aligkanligidir. Yapilan bir dizi galismada sigara igmenin Crohn
hastaliginin seyrini daha da kétiilestirdigi goriilmiistiir. Ulseratif kolitte ise tam tersi bir
durum so6z konusudur. Sagliga zararli birgok Gzellige sahip olmasina ragmen sigara
icme, Ulseratif kolit hastaliginin siddetini diisiirmektedir (Cotton ve ark. 1994, Parkes
ve ark. 2014).

2.1.1.3. immiinolojik Faktorler

Crohn hastaligin1 da iginde barindiran IBH, bagirsak mukozasinda kronik ve
harabiyet verici bir inflamasyon cevabiyla sonuglandigi icin dogustan ve uyarlanir
bagisiklik sisteminin ikisi de bu hastaligin patogenezinde genetik yatkinlik faktorleri ile
birlikte 6nemli bir rol oynar. Dogustan bagisiklik sistemi yabanci ajanlara karsi
konukgunun gelistirdigi birincil savunma sistemidir. Dogustan bagisiklik sisteminin
sindirim sistemindeki ana bilesenleri; intestinal boslugu déseyen epitelyum hiicreleri ve
onlar1 kaplayan mukus salgisinin olusturdugu Fiziksel Bariyer, Fagosistik Hucreler,
Dendritik Huicreler, Dogal Oldiiriicii Hiicreler, Sitokinler, Kompleman sistem ve C-
reaktif proteinler gibi Inflamasyon-iliskili Proteinler, Defensin ve Katelisidin gibi

12
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Antimikrobiyal Peptidler ve Orgli Tanima Reseptorleri’nden (PRRs) olusur. Hepsi
olmasa da dogal bagisiklik sisteminin bu bilesenlerinin birgogu Crohn hastaligi gibi
iltihabi bagirsak hastaliklarinda intestinal mukozada kontrolsiiz inflamasyon cevabina
neden olmak iizere uyarilir. Diger taraftan dogustan bagisiklik, uyarlanir bagisiklik ile
birlikte calisir. Iltihabi bagirsak hastaliklarinda yardimei T hiicre profilinin ve B hiicre

aktivitesinin de buna bagli olarak degistigi yapilan c¢aligmalarla ortaya konmustur

(Basso ve ark. 2014).

Epitel bariyer; intestinal epitelyum hiicreleri (IEH), mukus zar1 ve tikayici
kavsaklar tarafindan olusturulan fiziksel bir bariyer gorevi goriir. IEH, sindirim
sisteminden iyonlarin ve besinlerin emiliminden ve PRRs’leri aktive edebilen bagirsak
limenindeki bakterilerin epitel hiicre ylizeyine tutunmasini engellemekten sorumludur
(Maloy ve Powrie 2011). IEH’de meydana gelen uyarilma bagisiklik sistemi ile
etkilesime gecen proinflamatuar proteinlerin sentezine yol agar ve IBH hastalarinda
epitel bariyer daha duyarli ve gegirgendir (Gerova ve ark. 2011). Ay sekilde bu
hastalarda birer tikayici kavsak bileseni olan occludin ve diger iliskili proteinlerin
sentezinde bir azalma ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin yol agtigi hiicrenin
yapisal biitiinliglinde bozulmalar s6z konusudur. Bu degisim hastalardaki artmis
intestinal gegirgenlige katki sunar (Mankertz ve ark. 2000). Bu hastalarda intestinal
bariyer gegirgenligine iliskin bir diger bulgu proinflamatuar sitokin IL-6’nin bir diger
tikayict kavsak proteini claudin-2’nin sentezini arttirmak suretiyle epitel bariyer
gecirgenligini etkilemesidir (Suzuki ve ark. 2004). Ayrica ilseratif kolit ve Crohn
hastalarinda musin  ekspresyonunda birbirinden farkli ekspresyon dizeyleri
gozlenmektedir. Ayrica bu hastalarda bozulmus bir mukus Uretimi s0z konusudur
(Buisine ve ark. 2001). Onun i¢in IBH’de epitel bariyerin bir¢ok bileseni bir sekilde
degisime ugramistir. Bu bilesenlerden sadece birinin mi hastalifin gelisiminde rol
oynadig1 ya da hastaliin, hepsinin ortaklasa etkilesiminin bir sonucu olarak mi1 ortaya
¢ciktiginin anlagilmasi i¢in bu alanda yapilacak ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Basso

ve ark. 2014).
Epitel bariyer gecirgenliginde meydana gelen degisimler iltithabi bagirsak
hastaligina sahip kisilerin sindirim sistemini bakteriyel gecise daha duyarli hale getirir.

Boylece sindirim sisteminde yerlesik antijen sunan hicreler ylzeylerinde intestinal

bakterilere ait antijenleri bulundurmaya baslar. Bu, bagisiklik sisteminin lokal bir
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sekilde inflamasyon cevabini siirdiirmesine yol agar. Akabinde antijen sunan hicrelerin
yiizeyindeki yliksek bakteriyel antijen miktar1 ek inflamasyon medyatorlerinin
iiretimine neden olur. Sindirim sisteminde makrofajlar, nétrofiller, dogal oldiiriicii
hiicreler ve B hucreleri gibi dendritik hicrelerin ylzeyindeki toll like receptor’lerin
(TLR) asir1 stimiilasyonu, kronik inflamasyonun gelisimine neden olur. IBH hastalar1
intestinal  epitelyum hiicrelerinde saglikli  bireylerle karsilastirildiginda TLR
ekspresyonunun farkli bir patternine sahiptir. Hem Crohn hastalar1 hem de Ulseratif
kolit hastalarinda TRL4 ekspresyonu artis gostermistir. Crohn hastalarinda ise TRL3
ekspresyonu azalmistir (Cario ve Podolsky 2000). Ayrica Crohn ve Ulseratif kolit
hastalarinda TRL1, TRL2, TRL4, TRL6 ve TRL9 reseptorlerinin ilgili gen bolgelerinde

polimorfizmler saptanmistir (Torok ve ark. 2009).

Bir ¢esit intraseliiler PRRs olan niikleotid baglama oligomerizasyon domaini-2
(NOD2), epitel hucreleri ve B hucreleri gibi bir¢cok hicrede bulunur ve bakteriyel hiicre
duvar bileseni olan peptidoglikan molekiillerini tanir. Bu yolla klasik NF-kf yolagini
veya inflamazomlar1 aktive edebilir. Iltihabi bagirsak hastalarinda paneth hiicreleri
tarafindan salgilanan a-defensin ve diger antimikrobiyal peptitlerin azalmig
ekspresyonuna eslik eden NOD2 polimorfizmi intestinal epiteli Iuminal bakteriyel
enfeksiyona duyarlt hale getirir. Ayrica NOD2’deki gen mutasyonlar1 otofaji prosesini
bozarak dendritik hucrelerin ilgili bakteriyel antijenleri yuzeylerinde sunmasina yol acar
(Hugot ve ark. 2001, Wehkamp ve ark. 2004, Cooney ve ark. 2010). NOD2
proteininden yoksun isojenik mutant farelerle yapilan deneylerde yapay inflamasyon
indiikleyicileriyle (DSS gibi) olusturulan kolitten sonra lenfosit hiicre sayisinda ve bu
hiicrelerin proliferasyon oraninda diisiis gozlenmis ki bu da hayvanlarda artmis riskle
beraber zayif bir hastalik cevabina neden olmustur (Jiang ve ark. 2013, Couturier-
Maillard ve ark. 2013). Bununla birlikte diger benzer ¢alismalarda NOD2 mutant
farelerinde CD4+ Treg hiicrelerinin artis gosterdigi saptanmistir. Bu ¢alismalar insanda
NOD2 polimorfizminin ya da mutant farelerdeki NOD2 eksikliginin spontan
inflamasyon cevabini indiiklemede tek basina yeterli olmadigini kismen agiklayabilir

(Amendola ve ark. 2014).

Dendritik hiicreler patojenlere karsi bagisikligin kontrolinde ve bagisiklik
tolereansinda temel bir role sahiptirler. Intestinal flora iiyelerini patojenlerden ayirt

etmelerini saglayan TLR ve NOD2 reseptorlerinin genis bir ¢esidini biinyelerinde
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barindirirlar. Dolayisiyla dendritik hiicreler, T hiicre cevabini aktive edebilir veya
susturabilirler. Saglikli bireylerde dendritik hiicreler farklilasmamis bir fenotipe
sahiptir. Tipik olarak dendritik hicreler dendritlerini epitelyum hicrelerini bir arada
tutan tikayici kavsaklarin arasindan gecirerek bagirsak limeni ile baglanti kurarlar
(Sekil 2.5.) (Niess ve ark. 2005). Inflamasyonlu intestinal epitelyumda dendritik
hiicreler yiiksek bir antijen maruziyeti altindadir. Bu sartlara maruz kalan dendritik
hiicreler olgunlasip yiizey molekiil oriintiilerini modifiye ederek aktif bir fenotip
sergilerler. Boylelikle etkili bir bagisiklik cevabin gelisimini tetiklerler (Varol ve ark.
2010). iltihabi bagirsak hastaligina sahip bireylerde veya deneysel olarak indiiklenen
kolitte hem dendritik hiicreler hem de B hiicrelerinin arttigi goriilmiistiir. Dendritik
hiicrelerin alt gruplar1 E-kaderin denen molekiilleri sentezlerler. Bu durum hastalikta
ortaya ¢ikan inflamasyon profilinde gozlenen bir durumdur. Keza E-kaderin+ dendritik
hiicreleri deneysel olarak olusturulan kolitte bir yardimeir T hiicre alt tipi olan Thl7
gelisimine ve kolon hasarina katki sunan IL-6 ve IL-23 gibi sitokinleri salgilarlar
(Siddiqui ve ark. 2010).

LOMEN = & y—-\_

Mature Reviews | Immunology

Sekil 2.5. ince bagirsak lenfoid dokusu (Nature 2010p)
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Dogal oldiiriicti hiicreler hasarli hiicreleri taniyabilir ve ortadan kaldirabilir. Bu
hiicreler ayn1 zamanda dendritik hiicre olgunlasmasini etkileyebilen interferon gama
gibi sitokinleri iiretebilir. iltihabi bagirsak hastaliklarinda dogal dldiiriicii hiicreler 1L-21
reseptorlerini daha fazla eksprese eder ve bu daha gugcli bir IL-21 aktivasyonuna neden
olup daha fazla proinflamatuar sitokin iiretimine yol agar. Bu kosullar ayn1 zamanda
yardimctr T hiicrelerinin Th17 alt hiicre populasyonuna doniistimiine de yol agar

(Takayama ve ark. 2010).

Intestinal epitelyum hiicrelerindeki inflamasyonun kontroliinii saglayan
immiinotolerans ve dogal bagisiklik yanit, bir dizi mekanizma ile kontrol edilir. Bunlar;
IgA sekresyonu, antimikrobiyal peptidlerin aracilik ettigi bakteriyel klerans ve/veya
fonksiyonel otofajik prosestir. Crohn hastalarinda bu proseslerde meydana gelen

degisimler anormal bir immiin cevapla sonuglaniyor olabilir (Carriére ve ark. 2014).

IgA intestinal lamina propriada lokalize olmus B lenfositler tarafindan salgilanan
bir immunoglobindiur. Salgilanan IgA, epitelyum hicrelerinden gecerek luminal
antijenler ve bakterilerin tutuldugu mukus zarinda alikonur. Intestinal epitelyuma
tutunmus ya da limende bulunan bakteriler, peyer plaklarinda (Pp) bulunan B
hiicrelerini uyaran dendritik hiicreler tarafindan saptanirlar. Nihayetinde bu da spesifik
IgA sekresyonuyla sonuglanir (Hooper ve ark. 2012). Defektif IgA sekresyonuna sahip
mutant fareler olusturularak yapilmis bir ¢alismada farelerin intestinal epitelinde yiiksek
derecede mukoza iliskili flament6z bakterilerin varlig1 tespit edilmistir (Suzuki ve ark.
2004). Bu da salgilanmis IgA’nin, intestinal epitelyumdaki bakteriyel kominitelerin
yogunluk ve kompozisyonunu diizenledigini gostermektedir. Crohn hastalarindan alinan
orneklerle yapilan serolojik ¢aligmalar, bagirsaklarda normalde baskin-IgA varliginin
baskin-IgG’ye dogru degistigini gostermektedir. Bu bulgular bu hastalarda baska bir
savunma hattinin varligin1 desteklemektedir (Brandtzaeg ve ark. 2006). Keza 1gG
inflamutuar etkilere sahip ve yaygin bakteriyel antijen flagelline spesifik olarak
sentezlenir; cunkl neonatal IgG reseptdrii FCRn, hematopoietik hiicrelerde eksprese
edilir ve farelerde anti-flagellin, IgG varliginda inflamasyonu indiikler (Kobayashi ve
ark. 2009).

Bagirsak 1imenindeki bakteriyel kompozisyonu dengede tutan bir diger faktor

komensal veya patojen bakterileri ortadan kaldiran antimikrobiyal peptitlerdir. intestinal
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epitelyum hiicrelerinden salgilanan bu molekiiller defensin olarak adlandirilir.
Mikrobiyal hiicre membranina baglanan bu defensinler bakteriyel hiicre membraninda
por olusturmak suretiyle bakterileri ortadan kaldirirlar. Insanda a ve B olmak iizere iki
defensin smifi tanimlanmistir. Bunlardan o-defensin baslica nétrofiller ve paneth
hiicreleri tarafindan salgilanirken; B-defensin genellikle epitelyum hiicreleri tarafindan
salgilanir (Jarczak ve ark. 2013). Bu defensinlerin sentezi, ekstraselller bakteriyel
komponentleri tanmiyan Tool-like reseptorler (TLR) ve intraselliler bakteriyel
komponentleri taniyan NOD reseptorlerinin aktivasyonu ile baslatilir. Bu aktivasyon ve
akabindeki defensin sekresyonu, intestinal epitelyum ile kontak halinde bulunan
patojenlerin hizli bir sekilde ortadan kaldirilmasini saglar (Kaser ve ark. 2010). insan o-
defensin 5’1 salgilayan ve fonksiyonel olarak bu proteini salgilayamayan farelerde
intestinal floranin degisimi karsilastirmali olarak gozlenmis ve defensin’in floradaki
bakteri yogunluk ve kompozisyonunu regiile ettigi goriilmiistiir (Salzman ve ark. 2010).
Baska bir calismada ileal Crohn hastalarinin 6zellikle de NOD2’i mutasyonu tasiyan
hastalarin paneth hiicrelerinde azalmis bir a-defensin ekspresyonu rapor edilmistir
(Wehkamp ve ark. 2005). Lizozim ve Regllly gibi diger antimikrobiyal proteinler,
intestinal epitelyum asir1 derecede bakteri veya bakteriyel antijenlere maruz kalinca
paneth hicreleri tarafindan salgilanirlar (Ayabe ve ark. 2000). Boyle bir durum
konuk¢u savunmasina katkida bulunarak hem patojenlerin hem de komensal bakterilerin
mukozal penetrasyonunu engeller. Paneth hicrelerinden genetik olarak yoksun
birakilmig farelerde konukc¢u dokularina artmis bir bakteriyel gegis rapor edilmis ki bu
da paneth hcrelerinin, intestinal bakterilerin bagirsak epiteli i¢indeki dagilimini
diizenledigini gostermektedir. Bu baglamda Crohn hastalarinda antimikrobiyal
proteinlerin anormal sentezi bakterilere karsi intestinal bariyer gegirgenliginin artigiyla

ve sonugta kronik inflamasyonla sonug¢laniyor olabilir(Vaishnava ve ark. 2008).

2.1.1.4. intestinal Bariyer Gecirgenligi

Gastrointesinal epitelyum, intestinal limen ve kan dolasimi arasinda tek sira
halinde uzanan ve fiziksel bir bariyer gorevi goren hiicrelerden olusur (Agus ve ark.
2014). Bu hiicrelerin % 80’1 enterositlerden olusurken geri kalan kisim enteroendokrin
gorevi goren Paneth hiicreleri ve Goblet hiicrelerinden olusur (Van der Flier ve Clevers

2009). Intestinal bariyer suyun, iyonlarin ve besinlerin bagirsak liimeninden emilimini
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saglar. Bunu yaparken mukozal yiizeye tutunmus mikroorganizmalarin Iimenden
iceriye gecisini engeller. Epitel hicreleri, gesitli proteinlerden olusan kavsaklarla
birbirine baglanir. Bunlar tikayici kavsaklar (tight junctions), cipalayan kavsaklar

(desmosomes, adherent junctions) ve iletisim kavsaklaridir (gap junctions) (Sekil 2.6.).

Sekil 2.6. Epitel hiicrelerini birbirine baglayan kavsak proteinleri. a) Tikayici1 kavsaklar, hicreleri
adeta dikis tarzinda birbirine baglar. b) Cipalayici kavsaklardan olan yapigma
kavsaklar1 her bir komsu hiicreyi aktin flamentleri ile birlestirir. ¢) Bir diger ¢ipalayici
kavsak tiirii olan desmozomlar her bir komsu hiicreyi daha giiclii bir sekilde ara
flamentler yardimiyla birbirine baglar. d) Hemidesmozomlar yine ara flamentler
yardimryla hiicrleri bazal laminaya baglar. e) Iletisim kavsaklar hiicreler arasinda suyun
ve ¢esitli iyonlarin gegisini saglayan bir dizi kanaldan olusur (Nature 2016,)

Bu kavsaklarin intestinal bariyer gegirgenligindeki onemi bulyuktir. Birgok
calismada Crohn hastalarinda aktif faz sirasinda intestinal bariyer ge¢irgenligi artarken,
remisyon fazinda bariyer gegirgenliginin azaldigi rapor edilmistir (Jenkins ve ark. 1987,
Sanderson ve ark. 1987, Jenkins ve ark. 1988, Adenis ve ark. 1992, Benjamin ve ark.
2008). Aktif fazda bulunan birgok Crohn hastasindan alinan biyopsi 6rneklerine ait
elektron mikrograflarinda kontrollerle karsilastirildiginda tikayici kavsaklarin sayisinda
bir azalmanin oldugu goézlenmis ve bu hastalarda tikayici kavsak proteinlerinin
ekspresyonunda oransal bir uyumsuzluk oldugu rapor edilmistir. Bu proteinlerden
claudin-2 ekspresyonunun artis gosterdigi goriilirken claudin-5 ve occludin

proteinlerinin ekspresyonunda bir azalma oldugu gériilmiistiir (Zeissing ve ark. 2007).
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Ayrica birgok Crohn hastasinin mezensimal dokularinda E.coli, Enterococcus spp. ve
Colistridium perfringes gibi bakterilerin varligi saptanmistir. intestinal bariyer
gecirgenligindeki degisimin 6nemli bir rol oynadig1 sub-mukozadaki humoral bagisiklik
yanitin1 aktive edebilen bakteri ve diger antijenlerin, icerdeki dokulara gegmesi Crohn
hastalarindaki yangisal yanita neden oluyor olabilir (Ambrose ve ark. 1984, Takesue ve
ark. 2002).

2.1.1.5. Bagirsak Florasi

Insan sindirim sistemi boslugu birbirinden farkli 500-1000 tiirden olusan 104
mikroorganizmanin teskil ettigi bagirsak florasina ev sahipligi yapar (Gill ve ark 2006).
Diisiik orandaki aktinobakter, protist, virlis ve mantarlarin yani sira bagirsak florasi
bliylik oranda bakterilerden olusur. Bagirsak florasindaki en baskin bakteri familyalar
Firmicutes ve Bacteroitedes (%90) iken kalan diger kisim Escherichia ve Helicobacter
cinslerini de kapsayan Proteobacteria familyasindan olusur (Eckburg ve ark. 2005, Ley
ve ark. 2008, Peterson ve ark. 2008, Arumugam ve ark. 2011). Sindirim boslugundaki
floranin yogunlugu genellikle mideden kolona dogru artan bir yogunluga sahiptir;
midede gram bagina 10% CFU olan bakteri yogunlugu kolonda gram basina 10* CFU’ya
ulagir (Sartor 2008). Bagirsak florasinin metagenom olarak da ifade edilen genomu gen
sayis1 bakimindan insan genomunun 150 katidir (Qin ve ark.2010). Bagirsak florasinin
kompozisyonu bireyden bireye degisiklik arz eder. Flora {iyelerinin kompozisyonunu;
hijyen, cografik dagilim ve beslenme aligkanliklar1 blylk oranda etkiler (De Filippo ve
ark. 2010). Bu faktorlerin yaninda konukgunun genetik 6zellikleri de bu dagilimda rol
oynar; Ikizlerdeki fekal bakteriyel tiir benzerligi normal kardeslerinkiyle
karsilagtirildiginda daha ytiksektir. Ancak ayni ¢evre ve beslenme aligskanliklarina sahip
normal kardeslerdeki flora bakterilerinin kompozisyonunun da evli eslerden daha

yuksek oldugu rapor edilmistir (Zoetendal ve ark. 2001).

Bagirsak florasi, konuk¢u metabolizmasini da biiylik oranda etkiler. Bagirsak
florasinin  kimi {yeleri viicutta meydana gelen g¢esitli patolojik mekanizmalarin
gelisiminde dogrudan veya dolayli olarak yer alir. Son bulgular; kolon kanseri, tip-I
diyabet, insulin direnci, non-alkolik yaglanmis-karaciger hastaliklari, astim, alerji ve
iltihabi bagirsak hastaliklar1 gibi ¢esitli insan hastaliklarinin gelisiminde bagirsak

florasinin roliinii isaret etmekte ve dolayisiyla insanda boyle hastaliklarin etiyolojisinde
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rol oynayabilen flora tyelerinin konukgudaki kompozisyonunun belirlenmesi ve normal
bir bireyde “’saglikli’” floranin yogunluk ve ¢esitlilik bakimidan nasil bir kimlige sahip
oldugunun anlasilmas1 6nemlidir (Backhed ve ark. 2005, Dumas ve ark. 2006, Penders
ve ark. 2007, Kinross ve ark. 2008, Mazmanian ve ark. 2008, Wen ve ark. 2008).

Bircok epidemiyolojik c¢alisma, patolojik veri, genetik ve deneysel bulgu
mikroorganizmalarin Crohn hastaliginin patojenezindeki roliinii desteklemektedir.
Hastaligin gelisiminde intestinal floranin roli ile ilgili birka¢ bulgu mevcuttur.
Bunlardan biri Crohn hastalarinda cerrahi mudaheleden sonra terminal ileumun luminal
icerikle temasinin artmis inflamasyonla sonuglanmasi; ancak fekal akim baska bir tarafa
yonlendirildiginde bu bolgelerde iyilesme belirtilerinin gézlenmesidir. (Rutgeerts ve
ark. 1991). Digeri, baz1 Crohn hastalarinda antibiyotik tedavisinin olumlu sonug
vermesi ve coklu hayvan deneylerinde antibiyotik muamelesini takiben (lserasyon
belirtilerinin  azalmast ve ayrica germ-free hayvanlarda kolit bulgularina

rastlanilmamasidir (Sartor 2008).

Ayrica bu hastaligin infeksiydz etiyolojisini ag¢iklamada birbirinden bagimsiz ii¢
genel bulgu iizerinde durulmaktadir; Bunlardan ilki faydali ve zararli bakteriyel
kompozisyon arasinda meydana gelen uyumsuzluktur. Crohn hastalarinda mukoza
iliskili bakterilerin cesitliligi azalip genelde patojen bakterilerin yogunlugu artarken;
komensal bakterilerin yogunlugunda bir azalma goézlenmistir. Digeri bozuk immiin
cevap ve intestinal bariyer fonksiyonun neden oldugu yiliksek bakteriyel
translokasyondur. Sonuncusu ise konukguya karsi sergilenen patojen siirekliligi ve

direngenligidir (Carriere ve ark. 2014).

Intestinal flora kompozisyonunun Crohn hastalig1 ile iliskisini kapsayan 16S
rDNA temelli metagenomik calismalar Fimicutes ve Bacteroidetes familyasina ait
birkag turin kontrollerle karsilastirildiginda Crohn hastalarinda diisiis gosterdigini
ortaya koymustur (Martinez-Medina ve ark. 2006, Frank ve ark. 2007, Sokol ve ark.
2008, Mondot ve ark. 2011). Bacteroidetes miktarindaki azalis inflamasyona katkida
bulunabilir. Keza bu familyaya ait Bacteroides fraglis gibi bazi bakterilerin patojen
Ozelliklere sahip komensal bakteri Helicobacter hepaticus tarafindan indiiklenen kolite
kars1 koruyucu etki gosterdikleri rapor edilmistir. Firmicutes familyas: icinde ise

Faecalibacterium prausnitzii’nin kontrollerle karsilagtirildiginda Crohn hastalarinda
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miktar olarak azaldigi gozlenmistir. Fare modellerinde bu tiiriin uygulanmasini takiben
anti-inflamatuar etkiler gézlenmistir (Sokol ve ark. 2008). Dolayisiyla bu ttrtin Crohn
hastalarindaki azalmis miktar1 intestial inflamasyona katkida bulunuyor olabilir. Yine
benzer ¢alismalarda Ruminococcus gnavus ve Ruminococcus torques gibi mukolitik
bakterilerin de miktar olarak Crohn hastalarinda artis gosterdigi gozlenmistir (Png ve
ark. 2010). Diger taraftan Crohn hastalarinin flora kompozisyonu ile ilgili bircok
calismada Enterobacteriaceae familyasinin 6zellikle de Escherichia coli tlrlerinin
kontrollerle karsilastirildiginda gérece artmis bir miktara sahip oldugu rapor edilmistir
(Darfeuille-Michaud ve ark. 1998, Neut ve ark. 2002, Swidsinski ve ark. 2002,
Darfeuille-Michaud ve ark. 2004, Martin ve ark. 2004, Mylonaki ve ark. 2005, Conte
ve ark. 2006, Baumgart ve ark. 2007, Kotlowski ve ark. 2007).

2.1.2. Crohn Hastalarinda ve Saghkh Bireylerde Intestinal Mukozadaki
E. coli Lokalizasyonu

E. coli hem Ulseratif kolit hem de Crohn hastalarmin intestinal epitelyum
hiicrelerine yakin konumda bulunan mukus zarinda bulunur (Walmsley ve ark. 1998,
Swidsinski ve ark. 2005). Intraselliiler E. coli, inflamasyonlu mukozada saglikli
mukozaya oranla daha yiiksek miktarlarda tespit edilmistir (Baumgart ve ark. 2007,
Vasquez ve ark. 2007). E. coli, FHIS ve immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak

Crohn hastalarinda lamina propria’ya dagilmis bir sekilde tespit edilmistir.

Crohn hastalarinda subserozal zar, submukozanin perivasikiiler bolgeleri, kas
tabakast ve lenf folikiillerinin germinal merkezlerinin yani1 sira hem ekstraseliiler
boslukta hem de makrofajlarin i¢inde bu bakteri tiirline rastlanilmistir. Crohn hastalig
tiplerinde E. coli yogunlugunun karsilastirildig1 bir ¢alismada, ileal Crohn hastaligina
sahip bireylerin lenf nodlarinda diger Crohn hastalig: tipleriyle karsilastirildiginda daha
yiiksek bir E. coli yogunlugu saptanmistir (O'Brien ve ark 2014). Ilging bir sekilde
Lazer Capture Mikrodiseksiyon ve PCR temelli bir ¢alisgmada Crohn hastaligina sahip
bireylerin graniillomalarinda saglikli bireylerle karsilastirildiginda oldukga yiiksek
oranda E. coli DNA’sina rastlanilmistir (Crohn hastalarinda %80 ve Saglikli bireylerde
%10) (Ryan ve ark. 2002).
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2.1.2.1. iltihabi Bagirsak Hastalarindan izole Edilen E. coli Irklarinin
Patojen Ozellikleri

IBH’ye sahip bireylerden izole edilen E. coli wrklarinin her biri ayr1 serotiplere
ve ayrt DNA sekans tiplerine sahiptir (Baumgart ve ark. 2007, Sepehri ve ark.2009,
Dreux ve ark. 2013). IBH hastalarindan izole edilen E. coli irklar1 baslica ekstra
intestinal patojen E. coli (EXPEC) ile baglantili B2 ve D filogruplarina aittirler. Baz1
calismalarda IBH hastalarinda saglikli kontroller ile karsilastirildiginda daha biiyiik
oranda B2 + D filogruplarinin kolonizasyonu saptanmistir ama diger ¢aligmalarda bu
oranin hem IBH hastalarinda hem de saglikli kontrollerde benzer oldugu bulunmustur
(Landers ve ark. 2002, Sepehri ve ark. 2009, Martinez-Medina ve ark. 2011, Sepehri ve
ark.2011, Elliot ve ark. 2013). Calismalar arasindaki bu farkli sonuglar analiz edilen
ornek tipinin farkliligindan ileri geliyor olabilir. Ciinkii intestinal sistemde gegici olarak
bulunan E. coli (daha ¢ok feceste rastlanilan 1rk) A ve B1 filogrubuna aitken, kalic1 E.
coli (daha ¢ok mukozada rastlanilan 1rk) B2 ve D filogrubuna aittir. Bu ylizden mukozal
orneklerle yapilan calismalarda B2 ve D gruplarina daha ¢ok rastlanilir. Bir diger neden,
hastalik siddetinin her hastada farkli bir seyirde olmasindan ileri gelmektedir. Keza aktif
fazda bulunan IBH hastalarinda B2 ve D izolatlar1 daha sik bulunur. Yani bu gruptaki E.
coli izolatlari, inflamasyonlu dokulara daha iyi adapte olmaktadir (Nowrouzian ve ark.
2006).

IBH hastalarindan izole edilen E. coli irklar1 ExXPEC irklarina 6zgii farkl
birtakim virulens genlerine sahiptir. Oysa intestinal patojenik E. coli irklarinin, kendine
0zgu virulens genleri ya ¢ok nadirdir ya da hi¢ yoktur (Schultsz ve ark. 1997, Baumgart
ve ark. 2007, Kotlowski ve ark. 2007, Martinez-Medina ve ark. 2009, Sepehri ve
ark.2011, Petersen ve ark. 2009, Schippa ve ark. 2009, Elliott ve ark. 2013). Saglikli
bireylerden de elde edilen E. coli’lerde bile bulunan bu virulens faktdrlerin intestinal
mukozaya tutunmak icin gereken ‘kolonizasyon faktorleri’ oldugu diistiniilmektedir
(Nowrouzian ve ark. 2001). Virulens gen profilleri irklarin filogenetik orjini ile sik1 bir
iliski ic¢indedir. EXxPEC 1rkina karakteristik olan virulens iliskili genler, saglikli
kontroller ile karsilastirildiginda IBH hastalarinda daha yogun bir sekilde bulunur
(Martinez-Medina ve ark. 2009, Dreux ve ark. 2013). Ornegin diyare iliskili cell-
detaching E. coli (CDEC) diye isimlendirilen ve hemolizin, sitotoksik nekroz faktér 1,

pilus P ve S-fimbria genlerine sahip bu hemolitik E. coli tirl, Crohn hastaligina sahip
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bireylerde total E. coli irklar i¢inde % 4.7 oraninda bulunur. Buna karsin Ulseratif kolit
tasiyan hastalarda total E. coli wrklar1 i¢indeki orami %24’tlr (Curova ve ark. 2009).
Diger bir ¢alismada iiropatik-spesifik proteinini kodlayan usp geni Ulseratif kolit
hastalarindan izole edilen E. coli’lerde Crohn hastalarindan izlole edilen E. coli’lere

nazaran daha yogun bir sekilde bulnmustur (Sepehri ve ark. 2011).

Diger taraftan, yaklasik on yil 6nce Darfeuille-Michaud ve ark. ayirict fenotipik
patojen 6zellikleri Crohn hastalig ile iligkili olan ve adherent-invasive E. coli (AIEC)

olarak adlandirilan yeni bir patotip kesfetmislerdir (Darfeuille-Michaud ve ark. 2004).

2.1.2.2. Adherent- Invasive E. coli (AIEC)

Su ana kadar Crohn hastaligina genetik olarak yatkin bireylerde spesifik hasara

neden olan en olas1 irk AIEC’tir.

-AIEC’in Tarifi

AIEC patotipi, farklilasmis Caco-2 ve/veya farklilasmamig 1-407 intestinal
epitelyum hiicrelerine hiicre basina 1 bakteriye esit ya da hiicre basina bir bakteriden
daha fazla bir adezyon indeksi ile yapisabilen; 1-407 hicrelerini %0.1’lik orijinal
inokiiluma esit ya da %0.1’lik orijinal inokiilumdan daha fazla bir invazyon indeksi ile
invaze edebilen (Sekil 2.7.); konukgu huicrelerde aktin ve mikrotubul polimerizasyonuna
neden olan; invaziv determinantlari bilinmeyen; ve J774-Al makrofajlarinda canli kalip
replike olabilen bir E. coli irkidir. Tarif edildiginden beri bazi AIEC irklarinda EXPEC
irkina 6zgii bazi invaziv determinantlar saptanmistir ancak bu invaziv faktorler diizenli
olarak tim AIEC irklarinda saptanmamistir. Dolayisiyla bu invaziv determinantlar 6zel
AIEC patotipleri degildir (Baumgart ve ark. 2007,Martinez-Medina ve ark. 2009, Elliott
ve ark. 2013, Rolhion ve ark. 2010).
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T o A . i J 3 T S
2.7. AIEC, LF82 rwrkitarafindan enfekte edilmis 1-407 (farklilasmamuis intestinal epitelyum hiicre
hatt1) epitel hucrelerinin transmisyon elektron mikrografi. (A) 3 saatlik enfeksiyon
periyodundan sonra enfekte epitel hiicrelerinin uzamis mikrovilluslart tarafindan sarilmig
bakterilerin gérinimi. Bilyutme: x13,300. (B) 5 saatlik enfeksiyon periyodundan sonra

sayisiz intraseliiler bakterinin gorinima. Blyutme: x4,500(Darfeuille-Michaud ve ark. 2004)

¥ 4

Sekil

-AlEC Patojenitesinin Molekuler Temeli

AIEC’in patojen mekanizmasi ile ilgili baslica ¢alismalar referans AIEC 1rki
LF82 Uzerinden yiritiilmektedir ve ozellikleri Crohn hastaligi patojenezinin birgok

ozelligi ile baglantilidir.

Bu 1rkin intestinal epitelyum hiicrelerine yapismasina (adezyonuna), epitelyum
hlicre yuzeyinde bulunan mannoz-benzeri bir seker barindiran glikoprotein CEACAM®6
reseptorleri ile etkilesime gecen Type-1 pili aracilik eder (Barnich ve ark. 2007,
Carvalho ve ark. 2009). CEACAMG6 Crohn hastaliginin ileal tipine sahip hastalarda asir
derecede ifade edilir ki bu da hastalar1 AIEC in asir1 lokalizasyonuna daha duyarli hale
getirir. Type-1 pili, patojen olmayan irklar da dahil tim E. coli bakterilerinde mevcut
olmasina ragmen, son ¢alismalar AIEC 1rklarinda bakterinin epitelyum hiicrelerine daha
etkili baglanmasin1 saglayan FimH adhesin varyantlarinin varligin1 ortaya ¢ikarmistir

(Dreux ve ark. 2013).

Flagella da bu 1rkin intestinal epitelyum hiicrelerine adezyonu ve invazyonu i¢in
onemlidir, ve bu farklilasmis epitelyum hiicrelerinde proinflamtuvar sitokin 1L-8
sekresyonunu yukseltir ki bu da enfeksiyon bolgesinde makrofaj ve dentritik hcre

yigilimina yol acar (Eaves-Pyles ve ark. 2008, Subramanian ve ark. 2008).
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Diger salgilar lenfositler ve makrofajlar tarafindan salinan INFy (Interferon
gama) ve TNFa’dir. Bu salgilar AIEC’in invazyonununda ve CEACAM6’mn
ekspresyonunda artisa yol agar. Intestinal epitelyum hiicrelerinde, LF82’ye ait Type-1
pilinin CEACAMG6 reseptorlerine, flagellanin da TLR5 (Tool Like Receptor-5)
reseptdrlerine baglanmasi HIF-1 (Hypoxia-inducible Factor -1) tretimini ve klasik NF-
KB yolagmi indiikler. Neticede bu molekuller, IL-8’in ve pro-anjiogenik faktdrlerin

transkripsiyonunu ortaklasa bir sekilde kontrol eder (Mimouna ark. 2011).

Bu alanda yiiriitiilen diger bazi1 ¢alismalar mezensimal hiicrelerin yilizeyinde
eksprese edilen ara flament Vimentin’inin LF82’nin reseptorii olarak davrandigini 6ne
sirmektedir. Intraseliiler bdlgede vimentinin 16since zengin tekrarlart bu proteinin
plazma membraninda yigilimina yol acan, NOD?2 ile etkilesir. Bu proses NOD2’nin
antijen tamima, NF-K[P aktivasyonu ve otofaji indiksiyonu gibi fonksiyonlar igin
gereklidir. Ancak Crohn hastalar1t NOD2’nin vimentin ile etkilesmesine engel teskil
eden spesifik variantlara (L1007 fs ve R720W) sahiptir ve neticede NOD2’ler sitozolde
lokalize halde kalirlar. Bu durum defektif inflamasyon cevabina, otofaji indiiksiyonuna
ve Crohn hastalarinin epitelyum hicrelerinde AIEC birikimine yol acar. NOD2 ve
vimentin birlikte, AIEC’in kolonizasyonunda énemli bir role sahip olabilir (Stevens ve
ark. 2013).

Son dénemde konukgu-mikroorganizma etkilesiminde Kitinaz enziminin roli de
tartisilmaktadir. Dogada seliillozdan sonra en bol bulunan polisakkarid olan kitin;
bocekler, mantarlar ve kabuklular gibi yasayan bir¢ok organizmanin yapisinda bulunur.
Ancak insanda yapisal eleman olarak kitin bulunmaz. Dolayistyla kitinaz enziminin de
insanda aktif olarak sentezlenmedigi diistiniilmektedir. Bununla birlikte yapilan son
caligmalarda fare ve insanlarda glikozid hidrolaz 18 ailesine ait bir dizi kitinazin varligi
saptanmistir. Memeli kitinaz ve kitinaz benzeri bu proteinler; kitinaz 3-like-1 (CHI3L1),
Kitotriosidaz, kitinaz 3-like-2 (CHI3L2), kitinaz 3-like-3 (CHI3L3), Asidik memeli
kitinaz1 (AMCase), Oviduct-specific glycoproteins ve Stabilin-1 interacting chitinase-
like proteindir (SI-CLP). Kitotriozidaz ve AMCase enzimatik aktiviteye sahipken
digerleri enzimatik olarak inaktiftir. Bunlardan CHI3L1 enzimatik aktiviteye sahip
olmamasina ragmen hala kitin ve Kkito oligosakkaridlere yuksek affiniteyle
baglanabilmektedir. ilging bir sekilde inflamasyon sirasinda insan kitinaz1 intestinal

kolon epitelinde asir1 derecede eksprese olur ve Kitinaz ailesinin bu Uyesi inflamasyon
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sirasinda patojen veya potansiyel patojen bakterilerin kolon epitel hiicrelerine adezyon
ve invazyonunu arttirmaktadir. Bu baglamda CHI3L1’in bakteriyel kolonizasyonu nasil
arttirdigr ile ilgili bir dizi ¢alisma mevcuttur. Patojen bakterilerin bircogu kitinaz
aktivitesine sahiptir ve kitin polisakkaritine ulagsmalarin1 saglayan kitin baglayici protein
(CBP21), sentezlerler. Yapilan ¢alismalar bakteriyel CBP21’in kolon epitel hiicrelerine
direk CHI3L1 tizerinden degil, bu inaktif enzim tarafindan baglanan endojen kitin
benzeri molekiller araciligi ile baglanabilecegini isaret etmektedir (Kawada ve ark.
2008). CHI3L1 yukarida da belirtildigi gibi Crohn hastaligini da kapsayan iltihabi
bagirsak hastaliklarinda insan kolon hiicresinde inflamasyon sirasinda asir1 derecede
sentezlenir. LF82 ile yapilan bir calismada SW480 hiicre hattinda glikozillenmis
CHI3LY1’in, bakterilerin adezyon ve invazyonunu arttirdigi rapor edilmistir. Ayni
caligmada LF82 ile enfekte farelerin kontrollerle karilastirildiginda kolon epitel
hicrelerinde ylksek seviyede CHI3L1 proteinine rastlanilmistir. Diger taraftan
uzmanlar LF82’ye 0Ozgii iki kitin baglama domeininde spesifik polimorfizimler

saptamistir (Low ve ark. 2013).

Transmembran protein  OmpA’y1 igeren dis membran vezikilleri (outer
membran vesicles, OMVs) LF82’nin intestinal epitelyum hiicrelerini invaze etmesinde
rol oynar. OmpA, endoplazmik retikulumda lokalize ve Crohn hastalarinin ileal
epitelyum hicrelerinin apikal yilizeyinde asir1 derecede eksprese olan stress proteini
saperon Gp96°ya baglanir. OMVs konukcu hiicre ile kaynasir ve hala tanimlanamamis
bakteriyel efektorlerin saliniminin invazyon sirasinda aktin polimerizasyonuna ve
mikrotiibiil yigilimina neden oldugu diisiiniilmektedir. LF82 ve diger B2 wrklarinin
ompA sekanslarindaki nokta mutasyonlar1 Gp96 ile daha giiglii bir etkilesime aracilik
eder. Neticede Gp96 saperonu Crohn hastalarmin ileumunda asir1 derecede eksprese
olur ki bu da onlar1 AIEC enfeksiyonuna daha duyarli hale getirir (Miquel ve ark. 2010,
Rolhion ve ark. 2010).

LF82, konukg¢u hiicrenin i¢inde birka¢ degisik hiicre i¢i kompartimanda
bulunabilir. LF82’nin tek basina veya gruplar halinde bulunabildigi bu boélgeler; tek
membran kofullari, zarar gormiis kofullar, otofajinin smirlandigl intraseliiler LF82
subpopulasyonunu bulunduran LC-3 pozitif otofagozomlardir. Son dénemde LF82’nin
otofajik prosesi ortadan kaldirabildigi gosterilmistir. Intraseliller LF82, T84

hlicrelerinde ve fare enterositlerinde MIR30C ve MIR130’un ekspresyonunun artigina
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yol agan NF-Kg yolagini aktive eder ve ATG5 ve ATG16L1 seviyelerini diisiiren bu
microRNAs lardaki uyarilma otofajinin inhibisyonuna ve inflamasyon cevabinin
artisina yol acar. Neticede ATGI6L1 ve IRGM genleri ile iligskilendirilen otofaji
mekanizmasindaki defekt Crohn hastalar1 ile baglantilidir ve bu defektler AIEC’nin
insan hiicreleri i¢inde sag kalmasina bir avantaj saglar. Onun i¢in bu stire¢, konukgudaki
defekler ve intraseluler E. coli’nin yasamasini saglayan AIEC patojenitesinin bir

kombinasyonu seklinde gergeklesir (Lapaquette ve ark. 2010).

Ek olarak, adezyon ve invazyon Kkapasitesine sahip LF82, M hucreleri
yardimiyla Peyer plaklarima (Pp) ve lamina propriaya gecebilir. Bu etkilesim M
hlcrelerine 6zgu bir yilzey glikoproteini olan GP2 ile bagimsiz bir sekilde etkilesebilen
Long polar fimria (Lpf) ve Type-1 pili araciligla gergeklesir. Unutulmamalidir ki Crohn
hastaliginda inflamasyon baslangic bolgeleri Pp ve kolonik lenfoid folikiillerdir;
dolayisiyla translokasyon mekanizmasi hastaligin erken klinik bulgulart ile tutarlidir

(Terahara ve ark. 2008, Hase ve ark. 2009).

Bakteriyel translokasyonu kolaylastiran bir diger mekanizma, LF82’nin
intestinal gegirgenligi degistirme kabiliyetidir. Bunu por olusturan endojen hiicre-hiicre
sik1 baglant1 (tight junction ) proteini Claudin-2’nin sentezine yol acarak yapar. Bir
tikayict kavsak proteini olan ZO-1 (Zonula occludens-1) ve cipalayici kavsak proteini
E-kaderin (Epitelyal Kaderin)’lerin apikal baglantilardan uzaklagmasi, transepitelyal
direncin azalmasina ve bariyer fonksiyonun kaybina yol agar. Bunun yaninda TNFa gibi
proinfulamatuvar sitokinler de intestinal permeabiliteyi degistirebilir. AIEC infeksiyonu
biiyiilk miktarda TNFa ve IL-8 sekresyonunu indiiklediginden LF82’nin indiikledigi
bariyer fonksiyon kaybinin bu tiirine TNFo’nin indiiksiyonunun aracilik ettigi

sOylenebilir (Sasaki ve ark. 2007, Wine ve ark. 2009).

LF82 ve diger iki AIEC wrkinda (O83:H1 ve UM146) gozlenen yeni bir
patojenite mekanizmasi, intestinal epitelyum hiicrelerinde IFNy yolaginin subversiyonu
yoluyla konukgu immun cevaptan kagmadir. Bu patojenite mekanizmasinda sinyal
ileticilerinin fosforilasyonu ve transkripsiyon aktivatorii olan STAT-1 bloke edilir,
boylece IFNy-bagimli genlerin transkripsiyonu engellenir ki bu da konukc¢u immun

cevabi azaltir ve gerekli miktardaki anti-mikrobiyal cevabin yetersizligi ile sonuglanir
(Ossa ve ark. 2013).
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Enterohemorajik E.coli (EHEC) irkinin shiga toksini, IFNy stimulasyonundan
sonra tirozin fosforilasyonu ve STAT1 aktivasyonunu bloke edebilir. Aksine
enteropatojenik E.coli E2348/69 ya da komensal E. coli HB101’de bu patojenite
mekanizmasi mevcut degildir. Bununla birlikte AIEC’de shiga toksini mevcut degildir
ancak AIEC’deki bu patojen mekanizmadan kiiciik bir salgi proteinin sorumlu oldugu

tahmin edilmektedir (Ossa ve ark. 2013).

AIEC 1rki, LF82 lamina propria’ya ulastiktan sonra bu bakteri makrofajlar
tarafindan sarilir. Makrofajlarin i¢ine alinan LF82 stoplazmaya kacamaz ancak
lizozomlarla kaynasan biiyilk bir kofulun olusumunu indiikler. AIEC bakterisi
antimikrobiyal bilesikler, proteolitik enzimler, asidik pH ve oksidatif strese sahip bir
ortamda replike olabilme kabiliyetine sahiptir. Aslinda in-vitro calismalar asidik
ortamin, AIEC LF82 bakterisinin replikasyonu i¢in gerekli oldugunu gostermistir
(Bringer ve ark. 2006). Proteaz HtrA ve Tiyol-disilfit oksidorediktaz DsbA’nin,
makrofajlar i¢inde canli kalma ve replikasyon i¢in 6nemli oldugu rapor edilmistir.
Uzmanlar bu proteinleri LF82’nin stres kosullarina direngli olmasiyla baglantili
bulmuslar keza bu proteinlerin isojenik mutantlar1 asidik sartlarda ve besince fakir
ortamlarda etkili bir sekilde gelisemezler. Bu proteinler hem LF82’nin makrofajlart
enfeksiyonu sirasinda hem de besince fakir asidik kosullarda asir1 derecede eksprese
olurlar. Ilging bir sekilde HtrA’nin asir1 derecede ekspresyonu LF82’ye has bir
durumdur. Keza patojen olamayan E. coli irklar1 benzer ortamlarda bu proteini asirt
derecede eksprese etmezler. Gen ekspresyonunun temel posttranskripsiyonel regilatorii
RNA-baglayic1 protein Hfq da makrofajlar i¢inde canli kalmada ve replikasyonda
onemli goriilmektedir ve stres kosullarina tolerans da adezyon ve invazyon gibi
LF82’nin diger patojen Ozelliklerindendir. Hfq regulatori kiicik RNA molekillerine
baglanarak onlarin mRNA ile etkilesimini kolaylastirir ancak hedef genlerin hangileri

oldugu hala bilinmemektedir (Bringer ve ark. 2007).

LF82’nin makrofajlar icindeki siirekli replikasyonu hiicre oliimii olmaksizin
yuksek seviyede TNFo salinimi ile sonuglanir (Glasser ve ark. 2001). Bu Crohn
hastalarinda graniiloma olusumunu ve inflamasyon cevabinin nedenini agiklayabilir ve
bu in-vitro ¢aligmalarla da gdsterilmistir (Meconi ve ark. 2007, Carvalho ve ark. 2008,
Carvalho ve ark. 2009). LF82’nin infekte makrofajlarda ve dendiritik hicrelerde

apoptosisi ertelemedeki roli son donemde rapor edilmistir. LF82 enfeksiyonunun
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Kaspaz-3 fonksiyonunu degistirdigi ve bu molekiiliin proteozomda pargalanmasini
arttirdig1 saptanmustir. Kaspaz-3, apoptosiste onemli bir rolii olan bir proteazdir (Dunne

ve ark. 2013).

LF82 aymi zamanda Crohn hastalarindan izole edilen monositlerde de
enfeksiyondan sonraki yirmi saat boyunca replike olabilme kabiliyetine sahiptir ancak
daha sonra bu monositler intraseluler bakterileri temizlemeye baslar (Peeters ve ark.
2007). Ilging bir sekilde CARD15 gen polimorfizmine (R702W, G908R ve 1007fs)
sahip hastalar, AIEC infeksiyonuna karsi diisiik IL1pB, IL-6 ve IL-10 seviyelerinde
azalmis bir inflamasyon cevabi olusturur. Aksine TRL4’teki Asp299Gly mutasyonu
AIEC kars1 olusan monosit cevabinda herhangi bir etkiye sahip degildir. Bununla
birlikte bir ¢alismada Crohn hastaliginda monosit-tirevli ve lipopolisakkaridlerle
stimile olmus dentritik hiicrelerin disiik ILIB ve IL-6 seviyelerinde azalmis bir
inflamasyon cevabi goriilmiistiir. Ayrica ayni ¢calismada bir otofaji marker proteini olan
LC3’lin azalmis ekspresyonu ile birlikte, bozulmus bir otofaji prosesi saptanmistir.
Ayrica uzmanlar Crohn hastalarinda mukozal Th17 aktivasyonunun dogal bagisikliktaki
defektten kaynakli zayif bakteriyel kleranstan ikincil derecede sorumlu oldugunu 6ne

stirmektedir (Nieminen ve ark. 2014).

AIEC bakterisi ayn1 zamanda insan nétrofillerini de invade edip iclerinde replike
olabilir ancak makrofajlar ve intestinal epitelyum hiicreleri i¢indeki davraniglarinin
aksine LF82 infekte notrofiller icinde sonradan alternatif bir hicre 6lum prosesi olan
NETosis’e girmek (zere otofajiyi indikler Netosis, Nekrosis ve Apoptosis’ten farkli
spesifik bir hiicre oliim seklidir fakat mekanizmasi hala net olarak anlagilabilmig
degildir (Chargui ve ark. 2012). Notrofillerde LF82, otolizozomlarda lokalize olur.
Infekte nétrofiller sitokin salgilar 6zellikle de mukozal inflamasyona katkida bulunan

IL-81 salgilarlar.

Diger taraftan patojenik bir 6zellik olan biyofilm olusturma AIEC irklarinda
sik¢a karsilagilan bir durumdur. Bir ¢alsmada 27 AIEC irkindan 17°sinin; 38 non-AIEC
irkindan da sadece 9’unun biyofilm olusturabildigi saptanmistir (Martinez-Medina ve
ark. 2009). Hareketlilik ve flagellalar biyofilm olusumunda onemli bir role sahiptir.
Hareketsiz irklar biyofilm olusturamazken, H1 antijenine sahip tiim iwrklar giiclii bir

sekilde biyofilm olustururlar. Son zamanlarda Chassing ve ark. LF82 irkinin, hiicre
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kiiltiiri ve hayvan modellerinde kullanilan intestinal epitelyum hiicreleri iizerinde

biyofilm olusturabildigini gostermislerdir (Chassaing ve ark. 2013).

-AIEC Irklarinin Patojenitesiyle Ilgili Ozgiin Genetik Faktorler

AIEC’1in patojenitesi ile ilgili yapilan onca arastirmaya ragmen, AIEC
patojenitesinin karakteristik genetik faktorleri hala bilinmemektedir. Patojenitesi ile
ilgili genlerin biiyiik cogunlugu AIEC’e 6zgii degildir. Keza FimH, ompA, dsbA ya da
htrA gibi patojenite iliskili genler non-patojenik irklarda da dahil E. coli irklarmin
bliyiik bir ¢ogunlugunda mevcuttur (Bringer ve ark. 2005, Bringer ve ark. 2007,
Rolhion ve ark. 2010, Dreux ve ark. 2013). Meydana gelen nokta mutasyonlar: ya da
farklilasmis gen ekspresyonlart AIEC iwrklarimin artmis uyum ve/veya virlilensi ile
ilgilidir. Diger taraftan genellikle non-patojenik E. coli’lerde bulunmayan afaC, pks ya
da Ipf gibi viriilens genler, AIEC irklarinda siklikla bulunmakta ancak diizenli bir
sekilde tim AIEC’lerde bulunmamaktadir (Martinez-Medina ve ark. 2009, Chassaing
ve ark. 2011, Prorok-Hamon ve ark. 2014). AIEC’ler klonal olarak farklidir; farkli
serotipleri vardir ve her bir grup, EXPEC 1rklarina ait viriilens genlerinin farkli setlerini
tasir. Bu Ozellikler EXPEC benzeri non-AIEC irklar1 i¢in de gecerlidir. AIEC;
patotiplerine spesifik, genetik faktorlerin saptanmasini zorlastiran yiiksek bir genotip
cesitliligine sahiptir.

Dikkat edilmesi gerekir ki AIEC ve ExPEC arasindaki genetik benzerlige
ragmen, ExXPEC genellikle AIEC fenotipini yansitmaz. Bir ¢alismada farkli
kaynaklardan 63 ExPEC wrkindan sadece 4’0 AIEC-benzer ¢ikmistir. Son dénemde
genom ve transkriptom temelli ¢aligmalarla AIEC patojenitesinde yer almasi oldukca
muhtemel ek genetik faktorlerin ya da anahtar genlerin farklilagsmis ekspresyonunun

saptanmasi 6nemli bir déniim noktasidir (Martinez-Medina ve ark. 2009).

Simdiye kadar B2 filogrubuna ait dort AIEC genomu sekanslanip
yayimlanmistir (Miquel ve ark. 2010, Nash ve ark. 2010, Clarke ve ark. 2011, Krause
ve ark. 2011) ve LF82 ve NRGS857c irklarinin karsilastirmali genomik analizi
yapilmistir. PCR genotiplemesiyle daha dnce bilinmeyen Type-6 secretion gibi yeni
virulens genler saptanmistir. AIEC’e 0zgii sekanslar LF82 ve NRG857c¢ arasinda
siklikla tespit edilmistir. Bununla birlikte her iki irk onlarin genetik olarak ¢ok yakin
oldugunu gosteren ayni serotipe (B2083:HI1) ve filogruba aittir. Diger taraftan bu
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genlerin dagilimini diger AIEC irklarinda da ¢aligmak bu genlerin patotipe mi 6zgii
yoksa strain-spesifik oldugunu dogrulamak adina olduk¢a &nemlidir (Nash ve ark.
2010).

2.2. Intestinal Flora Uyelerinin Barindign Bagirsak Sistemine Genel Bir

Bakis

2.2.1. Ince Bagirsak

Gastrointestinal sistemde besinlerin sindirim ve emiliminin gergeklestirildigi
incebagirsak; duodenum, jejeunum ve ileumdan olusur. Sindirim sisteminin en 6nemli
bilesenlerinden olan ince bagirsagin uzunlugu yaklagik 5 m’dir. Bu uzunlugun 3/5 ’i
iluem, 2/5’i duodenum ve jejunum tarafindan olusturulur. Bu uzunluguna karsin
incebagirsak yaklasik 200-400 m?’lik bir ylizey alanina sahiptir. Yiizey alanindaki bu
genislik intestinal mukaza katlantilari, villuslar ve mikrovilluslarin varhigindan ileri
gelmektedir. Villuslar intestinal epitelyum hiicre tabakasinin ince bagirsak lumenine
dogru ¢ikinti yaparak olusturdugu uzantilardir, villuslara gére ¢ok daha kiguk boyuttaki
mikrovillUsler ise yaklasik 1 um uzunlugunda 0.1 um ¢apinda olup intestinal epitelyum
hiicrelerinin apikal kisimlarimin uzantilaridir (Sekil 2.8.) (Junqueria ve ark. 1989,
Ganong 2003). ince bagirsak hiicreleri baslica 4 gruba ayrilir. Bunlar enterositler, goblet
hticreleri, paneth hiicreleri ve endokrin hiicrelerdir. Ince bagirsak epitelyum hiicrelerinin
biiyiik cogunlugu (%95) enterositlerden olusur. Enterositlerin mikrovillUsleri iginde;
hidrolaz, peptidaz gibi enzimler, transport proteinler vegesitli ligandlar i¢in birtakim
almaclar bulunur. Besinlerin emlimi icin gereken enerji enterositlerin bazolateral
membraninda yer alan Na-K pompasi (Na+/K+ - ATPase) araciligiyla saglanir. Ince
bagirsakta emilimin gergeklestirildigi yer villuslar iken, antimikrobiyal peptitler veya
musin gibi salgilar kriptlerde yerlesen 06zellesmis hiicreler tarafindan dretilir. Bu
enterositlerin salg1 yapamadigi anlamma gelmez. Ince bagirsakta baskin olay emilim
oldugu halde baz1 patolojik durumlarda immun yanit tetiklendiginde sekresyon 0n plana
cikabilir. Bakteriyel toksinler, sitokinler, safra tuzlari, prostoglandinler ve/veya bazi
hormonlar sekresyonu uyarabilir. Goblet hicrelerinden musin sekresyonu yapilirken,
enteroendokrin hicreler, peptid hormonlar ve parakrin maddeler sekrete ederler. Paneth

hiicreleri kriptlerin dip kisminda yer alir ve lizozim ve defensin gibi maddeler
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salgilayarak mukozanin korunmasina katki sunarlar (Kumar ve Clark 2001, Ganong
2003).

a) b) §
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Sekil 2.8. Ince bagirsak villus yapisinin sematik olarak gosterimi. a) Bagirsak liimeni igine dogru
uzanan villus yapist. b) Intestinal epitelyum hiicresi ve onun apikal bélgesindeki
mikrovillus yapisi (Anonim 2016,)

Bagisiklik sisteminin birincil savunma hattinin bir bileseni olan bagirsak
mukozas: fiziksel bir bariyer gorevi goriir. Intestinal epitelyum hiicre hattin1 virisler,
bakteriler ve gida proteinleri gibi bircok antijene karsi korur. ince bagirsagin lenfoid
dokusu (Gut-associated lymphoid tissue, GALT), lamina propria ve epitel icinde yer
alan hucresel birimlerden meydana gelir. Lamina propria vicutta yer alan
gastrointestinal bosluk, solunum boslugu ve iirogenital bosluk gibi kanallarda yer alan
epitelyum hicrelerinin altinda uzanmis olan gevsek bir dokudur. Gevsek oldugu igin
hiicre ¢esidi bakimindan zengin bir repertuvara sahiptir. Plazma hticreleri, fibroblastlar,
lenfositler makrofajlar, azinofiller, I0kositler ve mast hiicreleri gibi birgok hiicre tipini
blnyesinde barindirir. Lamina propria ayn1 zamanda mukus gibi sivilart salgilayan bez
hlicrelerine de sahiptir ve epitelyum hiicreleri ile birlikte mukoz memrani olusturur
(Kumar ve Clark 2001, Anonim 2016y). GALT antijenlere karsi lokal immun cevap
olusturabilir, baz1 durumlarda savunmaya katkida bulunan lokal immun yanit, bazen de
hipersensitivite reaksiyonlarina yol acarak mukoza harabiyeti yaratir. inek siitii allerjisi

hipersensitivite reaksiyonuna 6rnek olarak verilebilir. Cevresel lenfoid organlardan biri
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de ince bagirsakta konumlanmistir. Ince bagirsak boyunca Peyer plaklart (Pp) adi
verilen lenfoid doku bolgeleri bulunur. Bagirsak lumeninden antijenlerin mukozaya
girisi, Pp i¢inde yer alan bir tiir epitel hiicresi {lizerinden gerceklesir. Bu 6zel epitel
hlicresine M hcresi denir. Bagirsak liimenindeki antijenlerin saptanmasi ise lamina
propriada bulunan dendritik hticrelerin dendritlerini, intestinal epitelyum hucrelerini bir
arada tutan tikayici kavsaklarin arasindan bagirsak liimenine uzatmasi yoluyla yapilir.
Epitelin altinda yerlesmis olan lenfositlerin herhangi bir antijen ile stimule olmasindan
sonra bu lenfositler lokal mezenterik lenf nodlarina, oradan da torasik duktusa giderler
ve dolasima gegerler. Bir siire sonra uyarilmig lenfositler bagirsak mukozasina
immunglobulin iireten plazma hiicreleri seklinde geri donerler. IgM, IgE, 1gG, IgD ve
IgA olmak iizere baslica immiinoglobulinlerin 5 smnifi olmasina ragmen saglikli bir
bireyde intestinal sistemde salgilanan baskin immunglobulin IgA’dir. Salgilanan IgA
epitelyum hiicrelerinden gegerek luminal antijenler ve bakterilerin tutuldugu mukus
zarinda alikonur. Intestinal epitelyuma tutunmus ya da liimende bulunan bakteriler,
Pp’de bulunan B hiicrelerini uyaran dendritik hiicreler tarafindan saptanirlar.

Nihayetinde bu da spesifik IgA sekresyonuyla sonuglanir (Harvey 2013).

2.2.2. Kalin Bagirsak

Karin boslugunun biiyiik boliimii ince bagirsak tarafindan doldurulmustur. Kalin
bagirsak, ancak bir gergeve gibi bu yapiyr disaridan kusatacak sekilde yer alir. Kalin
barsagin toplam uzunlugu yaklasik 120-150 cm kadardir. Cekum, kolon ve rektum
olmak Uzere ¢ bolimde incelenir. Kolon yapisal olarak ince bagirsaktan farkli bazi
ozellikler sergiler. Mesela kolonun liimen kisminda vili yapilar1 bulunmaz. Ayrica
kolonun dis yiizeyi ince bagirsaktan farkli olarak girintili ¢ikintilidir. Kolonun motilitesi
de yine ince bagirsaktan daha yavastir. Kolon, suyun emiliminden ve elektrolid
dengesinden, floradaki bakteriler yardimiyla bazi vitaminlerin sentezinden,
sindirilmeyen baz1 kompleks karbohidrat ve proteinlerin fermantasyon yoluyla

parcalanmasindan ve fegesin olusumundan sorumludur.

Kolon intestinal homoestasis korunmasinda rol alir keza suyun ve elektrolitlerin
transportu kolonda gergeklestirilir. Kolon, suyun ve elektrolitlerin sekresyonu ve
absorbisyonu islemi ile uygun hidrasyon ve elektrolit dengesinin siirdiiriilmesini saglar.

Mukozal yiizeyde bu proses i¢in yaklasik 2.000 cm®lik bir yiizey alani mevcuttur
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(Sandle 1998). Kolondaki epitelyum hiicre ylzeyleri 6ncelikli olarak absorbsiyondan
sorumlu iken, kript (crypt) hiicreler sivi sekresyonunda rol alir; ancak kript hiicrelerin
kimi zaman absorbsiyona katkida bulundugu da bulunmustur (Sandle 1998, Bharucha
ve Camilleri 2007,Cooke 1991). Kiimus kolona ulastiginda bakteriyel aktiviteyle giinliik
yaklasik 200 g feces liretiminin yan1 sira burada sivi ve elektrolitlerin sekresyonu ve

absorbisyonu da gerceklestirilir (Harrel ve Chang 2006).

Sindirim ve absorbisyon oOncelikli olarak mide ve ince bagirsakta meydana
gelmesine ragmen, kolon hala bu islemler i¢in 6nemli bir rol oynamaktadir. Kolon, ince
bagirsaktan gelen ve sindirilememis ¢esitli kompleks karbonhidratlar1 ve sindirim ve
absorbsiyona direng gosteren daha kisa proteinleri biinyesinde barindirir ve bunlari ince
bagirsagin aksine fermantasyon yolu ile sindirime ugratarak pargalar (Christl ve
Scheppach 1997, Rombeau 2003). Fermantasyon sakkarolitik ve proteolitik 6zelliklere
sahip 400 i askin farkli bakteri tiirli tarafindan gergeklestirilir ve bu bakterilerin biiyiik
cogunlugunu, kolondaki zorunlu anaeroblar olusturur (Nordgaard 1998). Sindirilmek
iizere ince bagirsaktan gecen karbohidratlarin yaklasik %10’u ¢ekuma sindirilmemis
materyal olarak giris yapar. Baslica suda ¢oziinebilen bitki artiklarinda bulunan bu
kompleks karbohidratlar bakteriyel fermantasyon sonucu butirat (%15), propionat
(%25) ve asetat (%60) gibi kisa zincirli yag asitlerine dontistiiriiliir. Suda ¢ozlnebilen
bitkisel lifler ve kompleks karbohidratlarca zengin bir diyetin sindirimi, suda
coziinemeyen liflere nazaran daha biiylik miktarda kisa zincirli yag asitlerinin

olusumuna neden olur (Tazoe ve ark. 2008).

2.3. Intestinal Bagigikhk  Sisteminin  Birincil Savunma Hatti

Bilesenlerinden Mukus ve Ozellikleri

Sindirim sistemi boslugu mide, ince bagirsak ve kolonda farkli 6zelliklere sahip
olmak (izere bir mukus yapisi ile ortiliidiir. Bagirsaklarda bulunan ve biiyiik ¢gogunlugu
glikozillenmis jel formundaki MUC2 ve midede bulunan MUC5AC mukusun major
komponentleridir. Ince bagirsaktaki mukus, epitelyum hiicrelerine ve Peyer plaklari’na
ulagabilen bakteri sayisini sinirlar. Kolon yani kalin bagirsak iki mukus zarina sahiptir.
Daha icteki mukus zar1 komensal bakterileri konukg¢unun epitelyum hiicrelerinden
ayirir. Distaki mukus zari ise komensal bakterilerin dogal habitatidir. Intestinal goblet

hlcreleri sadece MUC2 musin salgilamaz, ayni zamanda mukusun tipik komponentleri
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olan CLCAL, FCGBP, AGR2, ZG16 ve TFF3 gibi biyomolekiilleri de salgilar (Hansson
ve Johansson 2010).

Koruyucu mukus sisteminin organizasyonu sindirim kanal1 boyunca belirgin bir
bicimde degiskenlik gosterir. Agizda, tiikiirtik bezleri tarafindan iiretilen MUCSB ve
MUCY7, sindirilmekte olan besinleri 6zafagustan ge¢meleri i¢in kayganlastirir (Bobek ve
ark 1993, Nielsen ve ark 1996, Khan ve ark 1998, Wickstrom ve ark 1998, Thornton ve
ark. 1999) . Mide, hiicrelere bagli yogun i¢ ve hiicrelere baglh olmayan gevsek dis
mukus zar1 olmak tizere iki zarli mukus sistemine sahiptir. Her iki tabaka da superficial
epitelyumdan salgilanan MUC5AC musin tarafindan olusturulur (Ho ve ark. 1995,
Atuma ve ark. 2001, Nordman ve ark. 2002). Midedeki bezler ve doudenum, jel formu
musin MUC6’y1 salgilarlar. ince bagirsak, mide ve kolonun aksine yiizey mukusun
sadece bir tipini olusturan MUC2 musini salgilar. Bu mukus hiicrelere bagh degildir ve
uzaklagmasi kolaydir (Gum ve ark.1994). Son olarak kolon ise yine hiicrelere bagl
yogun i¢ ve hiicrelere bagli olmayan gevsek dis mukus zar1 olmak iizere iki zarli mukus
sistemine sahiptir ve her iki tabaka da MUC2 musin tarafindan olusturulur. Ama ayni
musin ince bagirsak ve kolonda farkl davranislar sergiler (Audie ve ark. 1993, Weiss ve
ark. 1996, Hansson ve Johansson 2010).

2.3.1. Musin Domenleri

Mukusta temel yap1 tasi; biiytlik, yliksek oranda glikozillenmis bir protein olan
musindir. Tipik olarak bu musinler %80 oraninda karbohidrat i¢eren ve prolin, serin ve
treonin amino asit tekrarlarindan olusan (PTS sekansi olarak anilir) glikoproteinlerdir.
Amino asit tekrarlar1t VNTR tekrarlar1 (Variable Number Tandem Repeats) gibidir fakat
bu protein 6nceden belirlenmis tek bir ekson tarafindan kodlanir (Lang ve ark. 2007,
Johansson ve ark. 2011). PTS sekanslar1 ¢ok uzun olabilir; 6rnegin MUC2 musinde
yaklasik 2.300 amino asit uzunlugunda bir portein koru bulunur (Gum ve ark. 1994).
Serin ve Treonin amino asitlerinin hidroksil gruplar1 golgi organeli i¢inde N-asetil
galaktoz amin (GalNAc) i¢in baglanma bolgeleri olusturur ve her bir peptidil-GlaNAc
transferaz hiicre ve organ tipine 6zgudir (Bennett ve ark. 2012). Daha sonra bu GalNAc
residiivleri glikan epitoplarinin ¢ok kompleks bir formunu olusturmak iizere diger gliko
transferazlarin da etkisiyle uzamaya ve dallanmaya baslar (Larrson ve ark. 2009, Jensen

ve ark. 2010). Bir musin domeininin uzunlugu yaklasik 0.45 pum iken her iki domeinin
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toplam uzunlugu 0.55 pm’dir. Musin domenindeki glikanlar bir¢ok su molekiiliine

baglanabilir ve bu da musine jel benzeri bir yap1 kazandirir (Ambort ve ark.2012).

2.3.1.1. Transmemran Musin

Tum musinler onlara spesifik ozellikler kazandiran domeinlere sahiptir.
Transmembran musin, onun hiicre membranina baglanmasmni saglayan bir
transmembran domeinine sahiptir. Bu musinler biyik bir N-teminal ve kisa bir
stoplazmik C-terminal musin domeinine sahiptir (Hollingsworth ve ark. 2004, Hattrup
ve ark. 2008). Bu musinlerin membranin dis tarafinda kalan kismi SEA (Sea urchin-
enterokinaz-agrin domeini (MUC1, MUC3, MUC12, MUC13 ve MUC17 musin
tiirlerini igerir) ve sadece MUC4 musinden olusan bagka bir domeine sahiptir. Sasirtici
bir sekilde bu domeinlerin ikisi de biyosentez sirasinda kesilir ancak non-kovalent
etkilesimler yardimiyla bir arada dururlar Bu yap1 B-plakali sekonder protein yapisidir

ve mekanik bir stresle hiicre zarma ciddi bir hasar vermeden birbirinden ayrilabilir

(Macao ve aark. 2006).

2.3.1.2. Jel Formu Musin

Jel formu-musinlerin tiimiinde her iki yanindan N-terminal ve C-terminal’in
birbirine baglanarak olusturdugu dimerik bir yapiya sahip, merkezi bir musin domeini
vardir. Musinlerin bu grubu N-terminal ve C-terminal uglarini, mukusun tipik jel
formunu veren biiylik polimerleri olusturmak i¢in kullanirlar (Gum ve ark. 1994,
Thornton ve ark. 2008, Kim ve ark. 2010). Temel intestinal musin MUC2, endojen
proteazlara direnclidir; merkezi musin domeini glikanlar tarafindan korunur ve N- ve C-
uclart sisteinler arasinda meydana gelen sayisiz c¢apraz baglanmalarla stabilize
edilmigtir. Jel formu- musinin esas gorevi diger baz1 komponentlerin de eklenmesi ile
gastrointestinal sistemi kayganlastiran ve onu koruyan mukusu olusturmaktir. Caldara
ve ark. (2012), dogal mukusun yapismaz oldugunu ve hidrofobik olmadigin1 bu

ozelliklerin mukus saflastirilip toplandiktan sonra ortaya ¢iktigini savunmaktadirlar.

2.3.2. Kolondaki Mukus ve Ozellikleri

Mukus zarmin intestinal sistemdeki organizasyonu hakkinda en ¢ok bilgi kolon
ve MUC2’den elde edilmistir. Bu musin %20’si protein korundan, kalani glikanlardan

olusmus ve kiitlesi yaklasitk 2.5MDa olan monomerlerin bir araya gelmesiyle
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olusmustur. Monomerler bir araya gelerek yaklagik 0.6 um uzunluguna sahip siki
comak seklinde yapiya sahip merkezi musin domeinini olusturur. Bu monomerler C-
uclarindan dimer, N- uglarindan trimer seklinde birbirine baglanarak biiyiilk musin
domeinini olusturur (Godl ve ark. 2002). MUC2 gut lumenine salgilanmadan once
goblet hdcrelerinin grantllerinde N- uglar1 kalsiyum bagimli etkilesimlerle halka
benzeri bir yap1 seklinde bir araya gelir. Bu yap1 hiicrelerden salinmasini takiben
muhtemelen bikarbonatin etkisiyle Ca™" iyonlar1 selatlanir ve siki1 sekilde paketlenmis
musin semsiyeyi andiracak bir sekilde agilir ve hacmi onceye gore yaklasik 1000 kat
artar. Akabinde disariya salinan her bir musin bu sekilde acilarak i¢ mukus zarmi
olusturmak igin birbirlerinin (izerine tabaka tabaka yigilirlar (Round ve ark. 2012). Bu
zar epitelyum hiicrelerine bagl bir zar yapisi seklinde i¢ mukus zari olusturur ve
aspirasyonla uzaklastirilamaz. I¢ mukus zari siki bir sekilde yiizeyi kaplar ve
bakterilerin yilizeye tutunmasina imkan vermez. Kolonda i¢ mukus zar1 slrekli olarak
goblet hiicreleri tarafindan yaklasik bir saat arayla salgilanir. Bu zarin kalinlig1 insanda

birkag¢ yliz mikrometre iken farelerdeki kalinlig1 daha azdir (Johansson 2012).

Ic mukus zar1 lumilal siirinda dis mukus zarma déniisiir. Yani dis mukus zari ic
mukus zarindan olusur ve ayn1 komponenti icerir fakat ilging bir sekilde ozellikleri
belirgin bir bi¢imde i¢ mukus zarindan farklidir; gevsek bir forma sahiptir ve hiicrelere
bagl degildir. Ayrica bakterilerin tutunmasina imkan taniyan bir ylizey alanina sahiptir.
Siki formdan gevsek forma gecis muhtemelen MUC2 musin igindeki proteolitik
kesilmelerden kaynaklanir. Bu kesilmeler musinin hacimce 3-4 kat daha fazla
biiylimesini saglar iistelik domeinler arasindaki sistein disiilfit baglarindan 6tiirii bu
kesilmelere ragmen musindeki polimerik yapi bozulmaz. Bu doniisiimiin mekanizmasi
net olarak aydinlatilamamistir. Ancak bu doniisiimiin bakteriler tarafindan degil
konukeu tarafindan gergeklestirildigi bilinmektedir; keza dis mukus zari germ-free

farelerde de bulunur (Hansson ve Johansson 2010).

2.3.2.1. Kolondaki Komensal Bakteriler

Kalin bagirsak yani kolon 10"-10* arasinda degisen miktarda komensal
bakteriye ev sahipligi yapar. Kolonda ince bagirsaktaki gibi MMC (Migrating Motor
Complex) hareketleri meydana gelmez; bunun yerine enterik sinir sistemi, rektuma

dogru gelisen ve nihayetinde defegasyon refleksini tetikleyen giiclii perilstaltik dalgalar
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olusturur. Bu dalgalar gii¢liidiir ve sindirilmemis besin artiklariyla birlikte mukusun da
tasinmasina neden olur. Dolayisiyla fiziksel olarak bakterileri epitelyum hiicrelerden
ayiran i¢ mukus zar1 (farelerde 50 um, insanlarda ise birka¢ yiz mikrometre) kolondaki

homoestasi icin énemlidir (Hansson ve Johansson 2010).

Kolondaki dis mukus zar1 komensal bakteriler i¢in bir habitattir ve biinyesinde
bakteriler i¢in enerji kaynagi olan kismi olarak sindirilmis besin artiklarini barindirir.
MUC2’nin yan1 sira kismi olarak sindirilmis besinler kompleks polisakkaridleri
biinyesinde barindirir. Kolonda bulunan bakteriyel faaliyetler sonucu bu kompleks
karbohidratlar konukgu epiteli i¢in birer enerji kaynag: olabilen asetat, propionat ve

biitirata dondstiiriiliir (Wong ve ark. 2006).

Her bir tiirtin bakteriyel kompozisyonu birbirinden farklidir. Ancak bu
kompozisyon rastgele degildir. Bu se¢cimin neye gore yapildigi bilinmemekte ancak
insandaki sabit MUC2 glikan repertuvary, bunun glikan epitoplari tarafindan

belirlenebilecegini desteklemektedir (Larsson ve ark. 2009).

2.3.2.2. Kolondaki Patojen Mikroorganizmalar

Kolondaki 1i¢ mukus =zar1 bakterilere kars1 gec¢irimsizdir ve patojenik
mikroorganizmalar kars1 bir engel olusturur. Patojen mikroorganizmalarin enfeksiyon
olusturabilmesi i¢in 6zellesmis viriilens mekanizmalara sahip olmasi gerekmektedir.
Rodent patojen Citrobacter rodentium, mukus zarin1 gecip orda kalabilen patojenlere
bir ornektir (Bergstom ve ark. 2010). Benzer sekilde Helicobacter pylori de midede
alttaki i¢ gastrik mukus zarina ulasabilmesini saglayan mekanizmalara sahiptir (Moore

ve ark. 2011).

Ince bagirsaktaki helmintlerin enfeksiyonu diinya genelinde yaygin bir
problemdir ve toplam populasyonun en az dortte biri intestinal bir solucanla enfekte
olur. Trichella spirlis, Nippostrongylus brasiliensis ve Hymenolepis diminuta ile yapilan
hayvan deneyleri enfeksiyonun giderilmesinin goblet hiicre sayis1 ve mukus sekresyonu

ile iligkili oldugunu gostermistir

Nihayetinde Mukus ve gastrointestinal sistemin epitelyum htcreleri birincil

koruyuculardir ve bagisiklik sistemi ile bakteriler arasindaki etkilesimleri bir bakima
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kontrol altinda tutarlar (Koninkx ve ark. 1988, McKay ve ark. 1990, Ishikawa ve ark.
1993, Else ve ark. 1997, Ishikawa ve ark. 1997).

2.3.3. Midedeki Mukus ve Ozellikleri

Kolon gibi mide de ¢ift tabakali mukus zarma sahiptir (Atuma ve ark. 2001). I¢
mukus zari, MUCSAC ile olusturulan i¢ mukus zar1 hidroklorik asit i¢in bir difiizyon
bariyeri olarak is goriir (Schade ve ark. 1994). Epitel hiicre yiizeyleri, asidik limene
kars1 bir pH gradiyenti olusturarak hiicre yiizenini nétralize eden bikarbonat salgilarlar
(Phillipson ve ark. 2002, Allen ve Flemstrom 2005). Bezlerden Uretilen hidroklorik asit
MUCS6 ve pepsin ile birlikte salgilanir. ilging bir sekilde bu bezlerin salgilar1 i¢ mukus
zarindan gecici kanallar vasitasiyla gecerler (Bhaskar ve ark. 1992, Johansson ve ark.
2000). Hemen akabinde kanallar kapanir ama bu mukus ylizeyinde bir iz birakir.
Bezlerin ¢ok yuksek proton konsantrasyonuna (pH 1-2) nasil dayanabildigi
anlasilmamigtir ancak MUC6 musinin bunda rol oynadigi muhtemeldir. MUC6 musinin
gastrik i¢ mukus zarina katkida bulunup bulunmadig: tartisma konusudur (Ho ve ark.
2004, Phillipson ve ark. 2008)

2.3.4. ince Bagirsaktaki Mukus ve Ozellikleri

Ince bagirsakta gevsek, hiicrelere bagli olmayan bir mukus zari mevcuttur.
Kolondaki gibi bu zar MUC2 musin tarafindan olusturulmustur ama ince bagirsaktaki
mukus zar1 kolondaki i¢ zardan ziyade dis mukus zarina benzer Ozellikler sergiler.
MUC2 musin prosesinin farkli olmasi muhtemel gériinmesine ragmen, ayni musinin
intestinal sistemin farkli segmentlerinde neden bu kadar farkli davranabildigi heniiz

anlagilamamustir.

Mukus zarinin ince bagirsak ve kolondaki farkli organizasyonu, bu iki farkli
sindirim segmentinin ¢evresel ve fonksiyonel olarak farkli davranmasindan ileri geliyor
olabilir. Ince bagirsakta bir yandan besinler absorblanirken bir yandan distal ileum harig
kalan bolgeler steril tutulur. Aksine kolon, metobolizma ic¢in 6nemli bir role sahip
kompleks bir flora ile kolonize olmustur. Ince bagirsakta normalde bakteri maruziyeti,
yogun bir motor aktivitesi ile koordineli yikama islemi ile sinirlandirilir (mukus salgist,
CFTR kanallarindan salinan klorid basta olmak tizere sivi sekresyonlar). Bu motor

aktivitesi Migrating Motor Complex (MMC) olarak adlandirilan ve enterik sinir sistemi
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tarafindan olusturulan bir sistemle gerceklestirilir. MMC maksimal motor aktivitesini
uzun araliklarla gergeklestirir ve sekresyonlar ince bagirsaktan yavasca akar. Bu aktivite
muhtemelen gevsek mukusu ve ona bagli bakterileri distal kolona dogru tasir (Baxter ve

ark. 1989, Deloose ve ark. 2012).

Ince bagirsak mukozasi, viriilens bakteriler ve epitelyum arasindaki temasi daha
fazla azaltmak icin yiksek konsantrasyonlarda antibakteriyel peptidler ve paneth
hiicreleri ve enterositlerden salgilanmis proteinleri biinyesinde barindirir (Ouellette
2010). Bu antibakteriyel peptidler bakterileri Oldiirerek veya onlart hapsederek
epitelyumun bakterilerle en az seviyede temas kurmasini saglar (Vaishnava ve ark.
2011, Chu ve ark. 2012). Bu koruma isinde mukus zar1 diflizyonu sinirlamanin yaninda
barindirdig1 antibakteriyel peptidlerle 6nemli bir koruma goérevi goriir (Johansson ve
Hansson 2010). Kokteki hiicrelerin olusturdugu ince bagirsak kriptleri 0zellikle
onemlidir. Kolonda oldugu gibi ince bagirsakta da bu bdlgelerde herhangi bir fiziksel
bariyer bulunmaz. Bu kriptlerin altinda bulunan panet hiicerleri antibakteriyel peptidler
ve lizozimleri salgilamakla kalmaz ayn1 zamanda yapisal proteinler MUC2 ve DMBT1’i
de salgilar. Diger taraftan bu bolgeler de zaten buralardan salgilanan lizozim ve

antibakteriyel peptidler sayesinde steril tutulur (Rosenstiel ve ark. 2007).
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltiler

3.1.1.1. Fosfat Tamponunun (PBS) Hazirlanmasi
1 L hacmindeki PBS tamponu igin;

8 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.44 g Na;HPO, ve 2.4 g KH;POy, tuzlar tartilarak distile
suyla 1 L’ye tamamlandi. Tuzlarin ¢oziinmesi saglandiktan sonra ¢ozeltinin pH’s1 7.4°e
ayarlandi. Son olarak ¢ozelti 121°C’de 20 dakika boyunca otoklavlanalarak steril edildi.
Tampon +4°C’de muhafaza edildi.

3.1.1.2. % 1’lik Triton X-100 Cozeltisinin Hazirlanmasi

100 mL hacmindeki, % 1’lik Triton X-100 ¢6zeltisi icin;

1 mL Triton X-100 alinarak distile suyla 100 mL’ye tamamlandi. Karigmasi
saglanan ¢Ozelti 121°C’de 20 dakika boyunca otoklavlanalarak steril edildi. Cozelti +4
°C’de muhafaza edildi.

3.1.1.3. Siv1 Luria-Bertani (LB) Besiyerinin Hazirlanmasi

100 mL hacmindeki s1vi LB besiyeri igin;

2.5 g LB tartilarak distile suyla 100 mL’ye tamamlandi. Karigmasi saglanan
besiyeri 121°C’de 20 dakika boyunca otoklavlanalarak steril edildi. Besiyeri +4°C’de
muhafaza edildi.

3.1.1.4. Kati LB-Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

1 L Hacmindeki kat1 LB-agar besiyeri igin;

25 g LB ve 20 g Bakteriyolojik agar tartilarak distile suyla 1L’ye tamamlandi.
Karigmasi saglanan besiyeri 121°C’de 20 dakika boyunca otoklavlanlarak steril
edildikten sonra 65-70°C’ye kadar sogumaya birakildi. Hemen akabinde steril kabin

icinde besiyeri katilasmadan hizli bir sekilde 120 mm genisligindeki steril kare petrilere,
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her birine 50 mL gelecek sekilde dokiilerek sogumaya birakildi. Katilasan besiyerleri +4

°C’de muhafaza edildi.

3.1.1.5. Hicre Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiiriiniin devamlilig1 i¢in hiicre pasajlarinda kullanilmak tizere 200 mL

hacmindeki hiicre kiiltiir ortama;

172 mL Minimum Essential Medium (MEM), 20 mL Fetal Bovine Serum (FBS)
(%10), 2 mL L-glutamin, 2 mL Vitamin karisimi, 2 mL non-essential amino asit
solusyonu ve 2 mL antibiyotik karigimi (penicilin / streptomycin / amphotericidin)

icerecek sekilde hazirlandi. Hiicre kiiltiir ortam1 +4°C’de muhafaza edildi.

3.1.1.6. Antibiyotiksiz (MEM + %10 FBS) Hiicre Kiiltiir Ortaminin

Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilmak tizere 200 mL hacmindeki MEM + %10 FBS hicre

kiiltiir ortama;

180 mL MEM ve 20 mL FBS (%10) icerecek sekilde hazirlandi. Hiicre kiltir

ortami +4°C’de muhafaza edildi

3.1.2. Kullamlan Biyokimyasallar ve Inorganik Bilesikler

Minimum Essential Medium (without L-glutamyne) hiicre kiiltiir ortami
[Sigma], Fetal Bovine Serum (FBS) [Gibco], NaCl, KCI, Na,HPO, ve KH,PO, tuzlari
[Merck], Steril fizyolojik su [Eczacibasi], L-glutamin [Gibco], Vitamin solusyonu
[Gibco], Amino asit solisyonu (non-essential) [Gibco], Antibiyotik/Antimikotik
soliisyonu (penicilin/streptomycin/amphotericidin) [Sigma], Triton X-100 [Sigma],
Trypsin-EDTA (0.25% (w/v) trypsin/0.2% EDTA) [Sigma], Gentamisin 10mg/ml
[Sigma], Luria—Bertani (LB) besiyeri [Oxoid], Bakteriyolojik Agar [Oxoid],

3.1.3. Kullanilan Cihazlar ve Diger Materyaller

CO2’li inkubator [Sanyo], Isik mikroskobu [Zeiss], Spektrofotometre [BIO-
RAD], Hiicre kiiltiir flasklar (75 cm?) [Granier], 24-wellDoku kiiltiir plaklar [Sigma],
Pastor pipetleri [Isolab], Hemasitometre [KOVA], Santrifilj [Eppendorf 5417R], Vortex
[Genie], Disruptor [Genie], Elektronik pipet pompasi [Isolab]. Hassas terazi [Gec-
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Avery], Inklbator [Nive], 0.45 um ve 0.20 pm’lik por ¢apina sahip steril membran
filtreler [Milipore].

3.1.4. Kullanilan Biyolojik Materyaller

Intestine 407 (ATCC® CCL-6™) hiicre hatt1 ve Adherent-Invasive E. coli 1rki
LF82, Elisabeth Billard ve Nicolas Barnich’ten temin edildi (M2iSH, UMR 1071
INSERM/Universit e d’Auvergne, Clermont-Ferrand, Fransa).Ayrica ¢alismada FVB/N
ve Balb/c tipi fare irklar1 kullanildi. FVB/N farelerinin kullanimi igin d’Auvergne
Universitesine bagl ilgili etik kuruldan, Balb/c farelerinin kullanimu igin farelerin temin
edildigi yer olan Inonii Universitesi’nin DHEK biriminden hayvanlarin calismada

kullanilabilecegine dair etik kurul raporlart alindi.
3.2. Metot

3.2.1. Kolon ve ince Bagirsagin Farelerden izolasyonu ve Mukozal

Iceriklerin Eldesi

Deneyler icin 6nce 17 adet, 8-10 haftalik, timu erkek FVB/N, daha sonra 24
adet, 8-10 haftalik, timu erkek Balb/c tipi fareler kullanildi. FVB/N fareleri ile ilgili
deneyler d’Auvergne Universitesi M2iSH arastirma laboratuarinda (Fransa), Balb/c
fareleri ile ilgili deneyler de Kafkas Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji béliimiine ait
laboratuarda gergeklestirildi. Belirtilen prosediirler farkli zamanlarda her iki fare irkina
da benzer sekilde uygulandi. Ince bagirsak ve kolon bolgesindeki mukozal icerigin
eldesi icin secilen farelere oncelikle etik prosedirlere gore servikal dislokasyon
yontemiyle 6tenazi uygulandi. Daha sonra karin bolgesi %70’lik etanol uygulamasini
takiben dikkatli bir sekilde agildi. Kolon bir forsep yardimiyla ¢ekuma kadar kaldirildi.
Kolon, rektumdan ¢ekuma kadar olan bir mesafede (yaklasik 8 cm) izole edildi. Daha
sonra ileum da ¢ekumdan yukariya dogru yaklasik 10 cm’lik bir mesafede izole
edildikten sonra her bir bolge fizyolojik su igeren farkli petri kutularinda toplandi (Sekil
3.1).
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Sekil 3. 1. Izole edilen kolon ve ileumun goriiniimii. a, Cekumdan yukariya yaklasik 10 cm’lik bir
mesafede izole edilen ileumun gérinimi. b, Cekum. ¢, Rektumdan c¢ekuma kadar izole
edilen kolonun géruniima.

Feces ve diger tiim besinsel igerik her iki bolgeden uzaklastirildi. Bir makas yardimiyla
kolon boyuna kesilerek kolon i¢ yiizeyi ortaya ¢ikarildi. Bir lamel yardimiyla i¢ ylizey
hafif¢ce kazinarak liimen yiizeyindeki mukozal igerik toplandi. Ayn1 prosedirler ileum
bolgesi igin de uygulandi. Her bir bdlge icin toplanan icerik temiz eppendorf tiplere

(her 3 6rnek bir tiipe olacak sekilde) aktarildi ve tiipler etiketlendi.

3.2.2. BMSM (Broth Mixing Sterile Mucosal Content) Ortamlarinin

Hazirlanmasi

Hem bakteri irkinin ileum ve kolon bélgelerinden alinan mukozal igerikte
sergileyecegi Ureme kabiliyetini tayin etmek hemde hiicre enfeksiyon deneyleri igin,
toplanan igerik iki farkli besiyeriyle karistirilarak BMSM ortamlart hazirlandi. Bakteri
kiltir ortam1 i¢in LB siv1 besiyeri, Hiicre enfeksiyon deneyleri igin de MEM hiicre
kiiltiir ortam1 kullanild1. Hiicre enfeksiyon deneyleri ig¢in her bir tlipe yaklasik 670 pL
MEM eklendi. Orneklerin besiyeriyle karismasini ve par¢alanmasini saglamak icin,
maksimum hizda 15 dk boyunca +4°C’de disruptorde giiglii bir sekilde karigmasi
saglandi. Bu siirenin sonunda 6rnekler 5 dk boyunca +4°C’de 10000 rpm’de santrif(j
edildi. Santrifiij isleminden sonra her bir bir bolge i¢in toplanan siipernatant farkli bir
falkon tiipe aktarildi. Bakteri kiiltiir ortami i¢in de ayni islem, MEM hiicre kiiltiir ortam1

yerine LB sivi1 besiyeri kullanilarak uygulandi.

BMSM ortaminin sterilizasyon protokoliinii oturtmak amaciyla 6ncesinde bir
pilot ¢alismayla UV yontemi kullanilarak Ornekler sterilize edilebildi. Ancak UV
isinlarmin ayni zamanda orneklerde bulunmasi muhtemel biyo-molekdller Uzerindeki
zararli etkilerinden dolayr daha sonra sterilizasyon i¢in daha uygun olan filtrasyon
yontemi kullanildi. Filtrasyon islemi steril kabinde gergeklestirildi. Bunun igin her bir

ornek once 0.45 pum sonra 0.20 um por capma sahip steril membran filtrelerden
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gecirilerek steril edildi. Sterilizasyonun kontrolli amaciyla hem LB ile karistirilan hem
de MEM ile karigtirilan 6rnekler 25 pL hacminde, Mac-Conkey-Agar ve LB-Agar kati
besiyerlerine ¢izgi ekim teknigi ile yayilip 37°C’de bir gece etlivde inkiibe edildi. Bu
stire sonunda kat1 besiyerlerinde herhangi bir Greme veya kontaminasyon gdzlenmedi.
Bu adimdan sonra BMSM ortami, bakteriyel kultir ve hiicre enfeksiyon deneyleri igin

hazir hale geldi.

3.2.3. Farkh Bolgelerdeki BMSM Ortamlarinda Gelisen Bakteri Sayisinin
Spektroskopik Olarak Tayini

Farkl1 bolgelerdeki mukozal igeriklerde gelisen bakteri sayisinin spektroskopik
olarak tayini icin AIEC’in referans irki LF82, sadece LB sivi besiyerine ve Oonceden
FVB/N farelerinden elde edilip LB siv1 besiyeri ile hazirlanarak steril edilen kolon (CR)
ve ileuma (IR) ait BMSM ortamlarina ekildi. Seriler i¢in hemoliz tiipleri kullanilds;

» 500 pL LB (negatif kontrol)
» 500uLLB+3pulL LF82
» 500 pL CR (negatif kontrol)
» 500 uL CR +3 pL LF82
» 500 pL IR (negatif kontrol)
» 500 pL IR +3 pL LF82

Yukarida verilen oranlarda hazirlanan seriler bir gece boyunca 37°C’de etlivde
inkiibe edildi. Deneyler ii¢ tekrarli olacak sekilde yapildi. Her bir ortamdaki bakteri
sayisinin spektroskopik olarak tayini icin 620 nm ve Abs (O.D.)= 0.1’de 1.6x10%/mL
bakteriye denk gelen referans degeri kullanildi. LB ile sifirlama yaptiktan sonra 620
nm’de CR ve IR negatif kontrollerinin her birinin absorbans (Abs) degerleri, bu
orneklerin LF82 1rki bulunduranlarinkinden ¢ikarilarak Abs degeri cinsinden net
bakteriyel yogunluk hesaplandi. Daha sonra her bir ortamda gelisen bakteri sayisi
oransal olarak 620 nm ve Abs= 0.1’de 1.6x10%/mL bakteriye denk gelen referans degeri
kullanilarak hesaplandi. Bununla ilgili sonuglar ARASTIRMA BULGULARI kisminda

verilmistir.
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3.2.4. Adezyon ve invazyon Deneyleri icin Bakteriyel Kiiltiir Hazirlanmasi

Bakteriyel kiltiir i¢in AIEC’in referans ki LF82, sadece sivi LB besiyerine

ekildi. Seriler icin hemoliz tlpleri kullanildu.

> 500 pL LB (negatif kontrol)
» 500 pL LB + 3 pL LF82

Yukarida verilen oranlarda hazirlanan seriler bir gece boyunca 37°C’de etiivde
inkiibe edildi.

3.2.5. Adezyon ve Iinvazyon Deneyleri Icin Bakteriyel Inokiiliimiin

Hazirlanmasi

Bakteriyel inokilumun Darfeuille-Michaud ve ark. (2004) gore hazirlandi. Steril
sartlar altinda 6rnek LB ile 1:5 oraninda (100 puL 6rnek + 400 uL LB) seyreltildikten
sonra iyice pipetaj yapildi ve spektrometre kiivetlerine aktarildi. Optik dansite (OD) igin
Olglimler 620 nm’de yapildi. Gergek bakteriyel yogunlugu elde etmek igin saf LB kor
olarak kullanildi. Spektroskopik olarak okunan Abs degeri seyreltme faktori (x5) ile
carpildiktan sonra, Abs= 0.1 degerine oranlanarak 1.6x10%/mL bakteriye denk gelen

hacim hesaplandi ve PBS ile 1 mL’ye tamamlandi.

3.2.6. 1-407 Hiicrelerinin Adezyon ve invazyon Deneyleri I¢in Hazirlanmast:

Calisma steril kabin i¢inde yapildi. Inkiibatérde (37°C, %5 CO,) dngoriilen siire
boyunca inkiibe edilen hiicreler alindi. Flask mikroskop altinda kontrol edildi.
Hiicrelerin istenilen yogunluga sahip olup olmadigi belirlendikten sonra, eski kiiltiir
ortami uzaklastirildi. Flaska SmL PBS eklenerek yikandi ve PBS tekrar uzaklastirildi.
Daha sonra flaska 800 pL tripsin-EDTA eklenerek iyice tabana yayilmasi saglandiktan
sonra 3-4 dk inkibe (37°C, %5 CO,) edildi. Sure sonunda flaska 10 mL taze kiltur
ortami eklendi ve giiclii pipetaj yardimiyla hiicrelerin kabin yiizeyinden uzaklastirilmasi
saglandi. Hiicrelerin yiizeyden uzaklastirildigindan emin olunduktan sonra yaklasik 10
mL’lik hacmin 3.5 mL’si hiicre pasaji i¢in igin yeni flaska aktarilip taze kiiltlir ortami
ile 15 mL ye tamamlanarak hiicre kiiltiiriiniin devamliligi i¢in 37°C’de %5 CO;
yogunluguna sahip inkiibatore alindi. Kalan hacim yeni bir falkon tiipe aktarilarak 900
rpm de 5 dk santriftj edildi. Sire sonunda supenatant dokuldi. Pellet, antibiyotik

icermeyen kiiltiir ortamindan(MEM + FBS %10) yaklagik 5 mL eklenerek suspanse
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edildi. Daha sonra hiicre sayimi igin hiicre siispansiyonu bir pastor pipeti yardimi ile
hemasitometreye aktarildi. Mikroskop altinda hiicreler sayildi. Hemasitometrede sayilan
hiicreler, her kiigiilk kare basina daha 6nceden belirlenmis ortalama hacimden yola
cikarak 4x10° hiicre/mL hiicre yogunlugunu elde edecek sekilde oranlandi ve hiicre
stispansiyonundan 4x10° hiicre/mL hiicre yogunlugunu elde etmek igin alinmas: gereken
hacim belirlendi. Daha sonra bu hacim MEM + %10 FBS ile arzu edilen final hacme
tamamlandi. Istenilen hiicre yogunluguna sahip hiicre siispansiyonu elde edildikten
sonra slispansiyon her kuyucuga 1ml gelecek sekilde 24- well plate plaklarina aktarildi.
Son olarak hiicreler, yaklasik 24 saat boyunca 37°C’de %5 CO; yogunluguna sahip
inkubatore inkiibe edildi.

3.2.7. Hucrelerin Enfeksiyonu

Yukarida belirtilen prosediire gore hazirlanan hiicreler inkiibasyon siiresinin
sonunda PBS ile iki kez yikandi. Hicrelerin enfeksiyonu icin antibiyotiksiz kuiltir
ortamindan 1 mL kontrol olarak kullanilmak iizere, dnceden CR ve IR bdlgelerinden
alinarak hazirlanmis her bir steril BMSM ortam1 % 20 oraninda (200 pL) her bir
kuyucuga eklendi ve antibiyotiksiz kiiltiir ortami1 ile 1 mL’ye tamamlandi1 ve her bir
kuyucuga, LF82 wrkinin bakteri stspansiyonundan 25 pulL (Abs= 0.1’e gore bakteri
stispansiyonu 1.6x10° bakteri/mL igerir. Dolayisiyla hacimsel olarak 25 plL bakteri
stispansiyonu ortalama 4x10° bakteri icerecektir. Her bir kuyucuk ise 4x10° hiicre/mL

icerir) yani ortalama 10 bakteri/hiicre olacak sekilde eklenerek hiicreler enfekte edildi;

» 1mLMEM + 10% FBS (negatif kontrol )
» 1mL MEM + 10% FBS+ 25 uL bakteriyel sispansiyon
»> 800 uL MEM + 10% FBS ve 200 puL CR + 25 pL bakteriyel stispansiyon
» 800 uL MEM + 10% FBS ve 200 pL IR + 25 pL bakteriyel siispansiyon
Yukarida verilen oranlarda hazirlanan seriler 10 dk, 900 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifijden sonra hucreler 3 saat boyunca 37°C’de %5 CO; yogunluguna sahip
inklbatorde inkibe edildi.
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3.2.7.1. Adezyon Deneyi

Adezyon deneyi Darfeuille-Michaud ve ark. (2004) gore yapildi. Inkiibasyon
stresinin sonunda adezyon plakasi alindi. Kiiltiir ortami dokiilerek her bir kuyucuga
yaklasik 1 mL PBS gelecek sekilde 3 kez PBS ile yikandi. Yikamanin sonunda plaka bir
kagit havlu iizerine ters gevrilerek kalan sivi da alinarak kurutuldu ve ¢ok beklemeden
her kuyucuga 500 pL olacak sekilde % 1 lik triton X-100 ilave edildi. Glgli bir pipetaj
yapildiktan sonra her bir kuyucuktaki i¢erigin tamami eppendorf tiiplere transfer edildi.
Seri seyreltmeler 10™,10%,10°,10* 10™ oranlarinda (450 pL de 50 uL olacak sekilde)
yapildiktan sonra LB-agar petrilere 25 pL olacak sekilde ¢izgi ekim teknigi ile ekildi ve
koloni sayimmi igin 37°C’de bir gece boyunca inkiibasyona alindi. Adezyon sonuglart ile
ilgili sonuglar ARASTIRMA BULGULARI kisminda verilmistir.

3.2.7.2. invazyon Deneyi

Invazyonyon deneyi Darfeullle-Michaud ve ark. (2004) gore yapildi.
Inkiibasyon siiresi dolmadan &nce % 1 oraninda gentamisin (10 mg/mL) igeren Kuiltiir
ortami, drnek sayisina gore final hacim belirlenip taze olarak hazirlandi. Inkiibasyon
siiresinin sonunda invazyon plakasi alindi. Kiiltiir ortami dokiilerek her bir kuyucuga
yaklasik 1 mL PBS gelecek sekilde 2 kez PBS ile yikandi. Yikamanin sonunda plaka bir
kagit havlu tizerine ters ¢evrilerek kurumasi saglandi ve ¢cok beklemeden her kuyucuga
1 mL olacak sekilde gentamisinli kiltiir ortami ilave edildi. Hiicreler 1 saat boyunca
37°C’de %5 CO, yogunluguna sahip inkiibatérde inkiibe edildi. Bu siire sonunda tekrar
kiiltiir ortam1 dokiilerek her bir kuyucuga yaklasik 1 mL PBS gelecek sekilde 1 kez PBS
ile yikandi. Yikamanin sonunda plaka bir kagit havlu {izerine ters gevrilerek kurumasi
sagland1 ve ¢ok beklemeden her kuyucuga 500 pL olacak sekilde % 1°lik triton X-100
ilave edildi. Giiglii bir pipetaj yapildiktan sonra her bir kuyucuktaki icerigin tamami
eppendorf tiplere transfer edildi. Seri seyreltmeler 10,102 10, oranlarinda (450 pL de
50 uL olacak sekilde) yapildiktan sonra LB-agar kare petrilere 25 pL olacak sekilde
cizgi ekim teknigi ile ekildi ve koloni saymmi icin 37°C’de bir gece boyunca
inkiibasyona alindi. Invazyon sonuglari ile ilgili sonuglar ARASTIRMA BULGULARI

kisminda verilmistir.
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3.2.8. Istatistik Hesaplamalar

FVB/N farelerine ait adezyon/invazyon deneyleri birbirinden bagimsiz iki
tekrarli, diger tiim deneyler birbirinden bagimsiz tiger tekrarli yapildi. Ayrica her bir
deney kendi i¢inde her d6rnekten iiger set olacak sekilde yapildi. Sayisal veriler ortalama
seklinde ve standart hatalar ile birlikte verildi. Hesaplamalar i¢in Microsoft Excel
programi kullamildi. Bagimsiz veriler arasindaki anlamlilik, iki Ornek Igin 2-yonli
Student’s t testi ile kontrol edildi. 0.05’ten kii¢iik P degerleri istatistik olarak dnemli
kabul edildi (P<0.05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Farkh Bolgelerdeki BMSM Ortamlarinda Gelisen Bakteri Sayisinin
Spektroskopik Olarak Tayininden Elde Edilen Bulgular

AIEC 1rki, LF82’nin FVB/N farelerine ait ileum ve kolon boélgelerinden elde
edilmis BMSM ortamlarinda sergileyecegi lireme kabiliyetini tayin etmek amaciyla
gerceklestirilen deneyde, 37°C’de bir gecelik inklibasyon sdresinin sonunda her bir
ortamdaki bakteri sayisinin spektroskopik olarak tayini i¢in 620 nm’de ve Abs= 0.1’de
1.6x10%/mL bakteriye denk gelen referans degeri kullanildi. LB ile sifirlama yaptiktan
sonra 620 nm’de CR ve IR negatif kontrollerinin her birinin Abs degerleri, bu
orneklerin LF82 1irki bulunduranlarinkinden ¢ikarilarak Abs degeri cinsinden net
bakteriyel yogunluk hesaplandi. Daha sonra her bir ortamda gelisen bakteri sayisi
oransal olarak Abs= 0.1’de 1.6x10%/mL bakteriye denk gelen referans degeri

kullanilarak hesaplandi.

Cizelge 4.1. Kolon ve ileumdan elde edilmis BMSM ortamlarinda gelisen LF82 irkinin Abs = 0.1’e gére
hesaplanmug sayilar1 (Abs = 0.1 degeri 1.6x10® LF82/mL’ye denk gelir). Degerler standart
hatalariyla birlikte ortalama (Ortalama+SH) seklinde verilmistir

Absorbans degerine
gore bakteri sayisi

Ortamlar LF82/mL
Luria-Bertani (LB) 5.93x10 + 1.07x10’
Kolona ait BMSM ortami (CR) 9.63x10" + 1.13x10’
ileuma ait BMSM ortami (IR) 12,5x107 + 1.12x107
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Farkh Bilgelere Ait BAISM Ortamlarmda Gelisen LFS82 Sayilan

16x107

14x107

12x107

10x107

8x107

6x107 -

4x107

2x107 -

Absorbans (o.d) degierine gére LFE2 sayilan/mL

0
LB CR IR

Bakteri kiltir ortamlar

Sekil 4. 1. Kolon ve ileumdan elde edilmis BMSM ortamlarinda gelisen LF82 irkinin
Abs=0.1e gbre hesaplanmis sayilarini gosteren grafik (Abs.=0.1 degeri
1.6x10°LF82/mL denk gelir). Degerler standart hatalartyla birlikte ortalama
(Ortalama+SH) seklinde verilmistir.* P<0.05’i ifade eder

Belirtilen hesaplamalar neticesinde LF82 irkinin, LB ortammna gére CR
bélgesine ait BMSM ortaminda 6nemli olmasa da (P= 0.076) daha fazla sayida iiredigi,
IR bolgesine ait BMSM ortaminda ise LB ortamina gore 6énemli bir farkla ve ortalama
iki kat1 sayida tiredigi tespit edildi (Cizelge 4.1., Sekil 4.1.).
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4.2. BMSM Ortamlarimin 1-407 Hucreleri Uzerindeki Etkisiyle Tlgili
Mikroskobik Gozlemler

Hazirlanmis olan BMSM  ortamlarimin  hiicreler  Uzerindeki  etkisini
degerlendirmek amaciyla her bir BMSM ortamini igeren (kolon ve ileum) hicreler,
kontrol olarak segilen normal hiicre kiiltiir ortamimi hiicrelerle birlikte deney
protokoliinde hicre enfeksiyon deneyindeki 3 saatlik inkibasyon slresi kadar
inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda yikamadan Once ve yikamadan sonra
inverted mikroskop altinda goriintiileri alindi. Goriintiiler incelendiginde hem CR
ortamini iceren hem de IR ortamini igeren hiicrelerin yikamadan 6nce ve yikamadan
sonra normal hiicre kiiltiir ortam1 i¢eren kontrol (Cont.) gurubu hiicreleri ile benzer bir
gorinime sahip oldugu goriildi (Sekil 4.2.). Dolayisiyla kolon ve ileum bolgelerinden
alinan mukozal igeriklerle hazirlanan ve belli oranda (%20) hiicre kiiltiir ortamina
eklenen BMSM ortamlarmin hiicreler iizerinde olumsuz bir etkiye neden olmadig:

gorulda.
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Sekil 4. 2. Kolona ve ileuma ait BMSM ortamlarini i¢eren 1-407 hiicrelerine ait mikro-fotograflar. a
(kolon) ve c (ileum), 3 saatlik hiicre inkiibasyon periyodundan sonra PBS ile yikama
yapilmadan 6nce ¢ekilmis. b (kolon) ve d (ileum), 3 saatlik hiicre inkibasyon periyodundan
sonra PBS ile yikama yapildiktan sonra ¢ekilmig. Cont., normal hiicre  kiiltiir ortami
igeren hiicreler. (Iyi bir gorsel karsilastirma icin hiicre yogunlugu benzer alanlar secilmeye

caligilmigtir. Buyitme: x400)
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4.3. FVBIN Farelerine Ait Adezyon ve Invazyon Sonuclarn

4.3.1. Adezyon Sonuglari

Ornekler Adezyon deneyine tabi tutulduktan (3.2.7.1. Adezyon Deneyi) sonra
farkli oranlarda seyreltilmis 6rnekler kati LB-agar besiyerine ¢izgi ekim teknigi ile
ekildi. Adezyon sonuglar1 37°C’de bir gecelik inkiibasyon siresinin sonunda koloni
sayilar1 (CFU) dikkate alinarak hesaplandi. Sayisi 30’un altinda (<30) ve 300’in

ustiinde (>300) olan koloniler ihmal edildi.

Cizelge 4.2. FVB/N farelerine ait adezyon sonuglari. Kontrole gére % Adezyon degeri kontrol
ortaminda hiicre yiizeyindeki ve hiicre igindeki toplam LF82 sayist % 100 kabul edilerek
hesaplanmistir. Kontrole gore % adezyon oranlar1 standart hatalarryla birlikte ortalama
(Ortalama + SH) seklinde verilmistir

Ortamlar Kontrole gore % Adezyon
Kontrol (CONT.) 100+ 0
Kolona ait mukozal icerik (CR) 161 £ 32
Ileuma ait mukozal icerik (IR) 197

FVB/N farelerine ait adezyon sonuglari incelendiginde kolona ait BMSM ortami
iceren ortamda bakterinin Oonemli bir farkla olmasa yiizde adezyon degeri olarak
kontrole gore daha fazla oranda hucrelere yapistigi goriildii. Diger taraftan bakterinin
ileuma ait BMSM ortami igeren ortamda Kolonun aksine yiizde adezyon degeri olarak
kontrole gore daha diisiik bir oranda hiicrelere yapistig1r goriildii (Cizelge 4.2., Sekil
4.3))
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Farkh Ortamlarda Hiicre Yiizeyindeki LFS2 Yiizdeleri
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Sekil 4.3. FVB/N farelerine ait kontrole gére % adezyon grafigi. Degerler standart hatalariyla
birlikte ortalama (Ortalama+SH) seklinde verilmistir

4.3.2. invazyon Sonuclan

Ornekler Invazyon deneyine tabi tutulduktan (3.2.7.2. invazyon Deneyi) sonra
farkli oranlarda seyreltilmis 6rnekler kati LB-agar besiyerine ¢izgi ekim teknigi ile
ekildi. invazyon sonuglar1 37°C’de bir gecelik inkiibasyon siiresinin sonunda CFU
sayilar1 dikkate alinarak hesaplandi. Sayist 30’un altinda (<30) ve 300’iin iistiinde

(>300) olan koloniler ihmal edildi.
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Gizelge 4.3. FVBIN farelerine ait invazyon sonuglari. Baslangig inokiiliimiine gore % Invazyon orani,
baslangi¢ inokuliimii olan 4x10° LF82/mLdegeri % 100 kabul edilerek; kontrole gore %
Invazyon orani ise kontrol ortaminda bulunan intraseliiler LF82 sayis1 % 100 kabul edilerek
hesaplanmistir. Hem baslangi¢ inokuliimiine gére hem de kontrole gore % Invazyon

oranlar1 standart hatalariyla birlikte ortalama (Ortalama+SH) seklinde verilmistir

Baslangic
inokdlimuine Kontrole gére %
Ortamlar gore % Invazyon Ortamlar Invazyon
Kontrol 12+04 Kontrol 100+ 0
(CONT)) (CONT))
Kolona ait 07+0.2 Kolona ait 55 + 7
mukozal icerik mukozal icerik
(CR) (CR)
Ileuma ait 0+0 Ileuma ait 0+0
mukozalicerik mukozal icerik
(IR) (IR)

FVB/N farelerine ait invazyon sonuglar1 incelendiginde ise hem baslangic
inokulimi hem de kontrol ortamindaki intraseliller LF82 sayist % 100 kabul
edildiginde kolona ait BMSM ortamini igeren ortamda intraseliler LF82 oranlarinin
kontrole gore énemli bir farkla, oldukca diisiik oldugu goriildii. Diger taraftan ileuma ait
BMSM ortamini igeren ortamda intraseliiler LF82 ile ilgili ihmal edilecek seviyede
(<<30) koloni sayildig: i¢in bu baslangi¢ inokiilimine gore ve kontrole gore yizde
invazyon degerlerine sifir olarak yansidi. ileuma ait BMSM ortamini igeren ortamdaki
intraseltiler LF82 oraniin hem baslangi¢ inokiiliimiine gére hem de kontrole gére %0

oldugu goriildii (Cizelge 4.3., Sekil 4.4 ve 4.5.).
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Sekil 4. 4. FVB/N farelerine ait baslangi¢ inokiillimine gore % invazyon grafigi. Degerler stan-
dart hatalartyla birlikte ortalama (Ortalama+=SH) seklinde verilmigtir. * P<0.05’i,
*** P<0.001’i ifade eder
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Sekil 4. 5. FVB/N farelerine ait kontrole gore % invazyon grafigi. Degerler standart hatalariyla
birlikte ortalama (Ortalama+SH) seklinde verilmistir. * P<0.05’i, *** P<0.001’i ifade

eder
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4.4. Balb/c Farelerine Ait Adezyon ve invazyon Sonuglar

4.4.1. Adezyon Sonuclari

Ornekler Adezyon deneyine tabi tutulduktan (3.2.7.1. Adezyon Deneyi) sonra
farkli oranlarda seyreltilmis 6rnekler kati LB-agar besiyerine ¢izgi ekim teknigi ile
ekildi. Adezyon sonuglar1 37°C’de bir gecelik inkibasyon siresinin sonunda CFU
sayilar1 dikkate alinarak hesaplandi. Sayisi 30’un altinda (<30) ve 300’iin {iistiinde
(>300) olan koloniler ihmal edildi.

Cizelge 4.4. Balb/c farelerine ait adezyon sonuglari. Kontrole gore % Adezyon degeri kontrol ortaminda
hiicre yiizeyindeki ve hiicre icindeki toplam LF82 sayist % 100 kabul edilerek
hesaplanmistir. Kontrole gére % adezyon oranlar1 standart hatalarryla birlikte ortalama
(Ortalama + SH) seklinde verilmigtir

Ortamlar Kontrole gore % Adezyon
Kontrol (CONT.) 100+ 0
Kolona ait mukozal icerik (CR) 211 +10
Ileuma ait mukozal icerik (IR) 54+8

Balb/c farelerine ait adezyon sonuglar incelendiginde kolona ait BMSM ortami
iceren ortamda bakterinin ylizde adezyon degeri olarak ve gug¢li bir 6nemlilik farkiyla
kontrole gore daha fazla bir oranda hiicrelere yapistigi goriildii. Keza kolona ait BMSM
ortami igeren ortamda bakterinin yiizde adezyon degeri olarak kontrole gore neredeyse
iki kat1 oranda hiicrelere yapistig1 goriildii. Diger taraftan bakterinin ileuma ait BMSM
ortam1 iceren ortamda kolonun aksine yiizde adezyon degeri olarak kontrole gére daha
diisiik bir oranda hiicrelere yapistig1 goriildii. Ileuma ait BMSM ortami igeren ortamda
da kontrole gore yaklasik yar1 oranda bakterinin hiicrelere yapistigi goriildii (Cizelge
4.4., Sekil 4.6.).
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Farlh Ortamlarda Hiicre Yiizeyindelki LY 82 Yiizdeleri
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Sekil 4.6. Balb/c farelerine ait kontrole gore % adezyon grafigi. Degerler standart hatalariyla
birlikte ortalama (Ortalama+SH) seklinde verilmistir. * P<0.05’i, **P<0.01’i ifade
eder

4.4.2. Iinvazyon Sonuclar

Ornekler invazyon deneyine tabi tutulduktan (3.2.7.2. Invazyon Deneyi) sonra
farkli oranlarda seyreltilmis 6rnekler kati LB-agar besiyerine ¢izgi ekim teknigi ile
ekildi. Invazyon sonuglar1 37°C’de bir gecelik inkiibasyon siiresinin sonunda CFU
sayilar1 dikkate alinarak hesaplandi. Sayisi 30’un altinda (<30) ve 300’lin iistiinde
(>300) olan koloniler ihmal edildi.
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Gizelge 4. 5. Balb/c farelerine ait invazyon sonuglari. Baslangi¢ inokiiliimiine gére % Invazyon oran,
baslangi¢ inokuliimii olan 4x10°LF82/mLdegeri % 100 kabul edilerek; kontrole gore %
Invazyon orani ise kontrol ortaminda bulunan intraseliiler LF82 sayis1 % 100 kabul edilerek
hesaplanmigtir. Hem baslangig inokiiliimiine gére hem de kontrole gdre % Invazyon

oranlar1 standart hatalariyla birlikte ortalama (Ortalama+SH) seklinde verilmistir

Baslangic
inokdlimuine Kontrole gére %
Ortamlar gore % Invazyon Ortamlar Invazyon
Kontrol 0.17 + 0.07 Kontrol 100+ 0
(CONT.) (CONT.)
Kolona ait 0.05 + 0.02 Kolona ait 30+ 3
mukozal igerik - mukozal igerik -
(CR) (CR)
leuma ait 0.01 + 0.005 leuma ait 43+2
mukozalicerik mukozal igerik
(IR) (IR)

Balb/c farelerine ait invazyon sonuglarina bakildiginda ise hem baslangi¢
inokulimu hem de kontrol ortamindaki intraseliiler LF82 sayis1 100 kabul edildiginde,
kolona ait BMSM ortamini igeren ortamda intraseliiler LF82 oranlarinin kontrole
gorednemli bir farkla, oldukga diisiik oldugu goriildii. Diger taraftan ileuma ait BMSM
ortamini igeren ortamda kontrole gore intraseliler LF82 irkinin 6nemli bir farkla ¢ok
diisiik oranlarda oldugu gorildi. Keza ileuma ait BMSM ortamimi igeren ortamda
kontrolle karilastirinca hem baslangi¢ inokiilimine gére hem de intraseliler LF82
sayis1 100 kabul edildiginde kolondan oldukga diisiik oranlarda oldugu gorildi (Cizelge
4.5., Sekil 4.7 ve 4.8.)
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Sekil 4. 7. Balb/c farelerine ait baglangi¢ inokiilimiine gore % invazyon grafigi. Degerler stan-
dart hatalariyla birlikte ortalama (Ortalama+SH) seklinde verilmistir. * P<0.05i,
*** P<0.001’i ifade eder
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Sekil 4. 8. Balb/c farelerine kontrole gére % invazyon grafigi. Degerler standart hatalariyla bir-
likte ortalama (Ortalama+SH) seklinde verilmistir. * P<(.05’i, *** P<0.001’i ifade
eder
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4.5. FVB/N ve Balb/c Farelerine Ait Kontrole Gore Yuzde (%)

Adezyon ve Invazyon Degerlerinin Birlikte Gosterimi

Her iki fare irkindaki adezyon degerlerine bakildiginda ylizde adezyon degeri
olarak kolona ait BMSM ortamini igeren ortamda LF82’nin hiicrelere kontrole gore
daha fazla oranda yapistig1 goriildii. Diger taraftan ileuma ait BMSM ortamini igeren
ortamda ise LF82’nin kontrole gore oldukca diisiik oranda hiicrelere yapistigi goriildii.
Keza ileuma ait BMSM ortamini igeren ortamda kontrolle karilastirinca % adezyon
degeri olarak kolondan oldukga diisiik oldugu goriildii (Cizelge 4.2., Sekil 4.3 ; Cizelge
4.4, Sekil 4.6).

Adezyon degerlerinden her iki fare irkina da ait sonuglar1 yansitan % adezyon

degerleri, birlikte verildi (Sekil 4.9.).

Her iki fare irkindaki invazyon degerlerine bakildiginda ise hem baslangic
inokulimine gbére hem de kontrol ortamindaki intraseliiler LF82 sayis1t % 100 kabul
edildiginde, kolona ait BMSM ortamini igeren ortamda intraseliiler LF82 oranlarinin
kontrole gore daha az oldugu goriildii. ileuma ait BMSM ortamini igeren ortamda ise
intraseliiler LF82’nin kontrole gore ¢ok daha diisiik oranlarda oldugu gorildii. Keza
ileuma ait BMSM ortamini igeren ortamda kontrolle karilastirinca hem baglangi¢
inokulimiine gbére hem de kontrol ortamindaki intraseliiler LF82 sayis1t % 100 kabul
edildiginde kolondan oldukga diisiik oranlarda oldugu goriildii (Cizelge 4.3., Sekil 4.4
ve 4.5.; Cizelge 4.5., Sekil 4.7 ve 4.8.)

Invazyon degerlerinden her iki fare irkina da ait sonuglar1 daha énemli farklarla
yansitan kontrol ortamindaki intraseliiler LF82 sayisinin % 100 kabul edildigi degerler,
birlikte verildi (Sekil 4.10.).
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Farkh Ortamlarda Hiicre Yiizeyindeli LT82 Yiizdeleri
I FVB/N

I Balb/c

250

200

150

100

Kontrole Gére % LFE2

50

COMT. CR IR
Ortam

Sekil 4.9. FVB/N ve Balb/c farelerine ait kontrole gére % adezyon grafigi. Degerler standart
hatalariyla birlikte ortalama (Ortalama+SH) seklinde verilmigtir.** P<0.01’i, *
P<0.05’i ifade eder.
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Sekil 4.10. FVB/N ve Balb/c farelerine ait kontrole gére % invazyon grafigi. Degerler standart
hatalariyla birlikte ortalama (Ortalama+SH) seklinde verilmigtir. *** P<(0.001’1 **
P<0.01’i, * P<0.05’i ifade eder.
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5. TARTISMA ve SONUC

Yapilan onca aragtirmaya ragmen Crohn hastalarinin inflamasyonlu ileal
dokularinda yiiksek bir yogunlukta bulunabilen AIEC irklarinin bu hastaligin
etiyopatojenezinde ne derece rol oynadigr heniiz netlesmemistir. Bakterinin
inflamasyonlu ileal dokularda kontrole nazaran daha yiiksek bir yogunlukta bulundugu
yapilan bir¢ok calismada ortaya konmustur. Ayrica AIEC’in inflamasyonlu bdlgelerde
baskin bir tiir haline gelebildigi ve inflamasyonu daha da kétii bir hale getirebildigi de
belirlenmistir (Carvalho ve ark. 2008). Ancak bu irklarin tek basina inflamasyona neden

olabildigi ile ilgili bulgular tatmin edici degildir.

Hayvan modelleri ile yapilan birka¢ caligma AIEC’in enfeksiyona neden
olabilmesi icin intestinal inflamasyona ve/veya mikrobiyal disbiyosise ihtiyac
duyuldugunu gostermistir. Etkili bir kolonizasyon ancak farelere antibiyotik [Carvalho
ve ark. 2009, Drouet ve ark.2012, Small ve ark. 2013), DSS (Carvalho ve ark. 2008) ya
da yuksek-yag/yiliksek-seker igeren diyet (Martinez-Medina ve ark. 2014) verildiginde
meydana gelmistir. Enfeksiyondan once yapilan bu uygulamalar gastro intestinal
sistemdeki (gis) bakteri kompozisyonunda ve mukozal homoestasiste bir degisime
neden olmustur. Ayrica farelerde protozoa enfeksiyonu meydana gelmis iletitisin
endojen mukozal invaziv E. coli proliferasyonunu indiikledigi gosterilmistir. (Craven ve
ark. 2012). Dolayistyla 6zellikle Crohn hastalarinda intestinal bariyerdeki genetik veya
cevresel kokenli defektler AIEC’nin kolonizasyonunda ve gastrointestinal bodlgeye
gecisinde belirleyici olabilir. Keza Crohn hastlarindaki mevcut bazi bozukluklar
AIEC’in enfeksiyona neden olma kabiliyetinde artisa neden olmaktadir. Ornegin
AIEC’in adezyon ve invazyonunu kolaylastiran intestinal epitelyum hiicrelerinin apikal
membraninda bulunan CEACAMG6 ve Gp96 reseptorlerinin asir1 ekspresyonu bu
bozukluklardan biridir (Barnich ve ark. 2007, Rolhion ve ark. 2010). Ayrica otofaji
iligkili NOD2, ATG16L1 ve IRGM genlerinin ekspresyonundan kaynakli bozukluklar
da buna dahildir. Keza bu genlerdeki bozukluklar konukcu hiicrelerin enfeksiyonlar
ayirt edememesine neden olur (Lapaquette ve ark. 2010, Lapaquette ve ark. 2012). Ek
olarak Crohn hastalarinda bozulmus safra tuzu metabolizmas1 AIEC’te, bakterinin M
hiicreleri araciligr ile tranlokasyonunu kolaylagtiran long polar fimria (Ipf)

ekspresyonunu arttirir (Chassaing ve ark. 2013). Dahasi iltihabi bagirsak hastalarinda

65



5.TARTISMA ve SONUC

siddetli inflamasyonun karakteristiklerinden olan proteaz meprin’in azalmis seviyeleri,
AIEC’in konukcuya kolonize olma 6zelliginde belirleyicidir keza bu proteazlar type-1
pili’yi parcalar (Vazeille ve ark. 2011).

Bu ¢aligmalar gostermistir ki inflamasyon ve disbiyosis AIEC proliferasyonunu
destekler. Bu yiizden AIEC’nin intestinal sistemdeki asiriligi ve yiiksek yogunlugu

inflamasyonun bir sonucu olarak gorulebilir.

Diger taraftan, son ¢alismalar AIEC kaynakli enfeksiyonun intestinal
mikrobiyomda kalic1 degisikliklere neden oldugunu gostermistir. Calisma spontan kolit
gelisimine yatkin flagellin reseptdrii TLRS5’e sahip olmayan (T5KO) knockout fareler
kullanilarak gerceklestirilmistir. TSKO farelerin AIEC ile gegici kolonizasyonunun
daha blylk proinflamatuvar potansiyeline sahip gis mikrobiyomunun olusumu ile
sonuglandigr disiiniilmektedir (Chassaing ve ark. 2014). AIEC enfeksiyonunun
konuk¢unun mukozal immun sistemi, bariyer gecirgenligi ve inflamasyonun
indiksiyonu Uzerindeki etkileri ¢oklu hayvan deneyleri ile bir ka¢ c¢alismada
gosterilmistir (Carvalho ve ark. 2008, Carvalho ve ark. 2009, Denizot ve ark. 2012,
Drouet ve ark. 2012, Small ve ark. 2013, Chassaing ve ark. 2014, Martinez-Medina ve
ark. 2014). Bu ¢alismalar g6z oniine alindiginda ise AIEC nin intestinal sistemdeki asir
ve yliksek yogunluktaki varligi inflamasyonun bir nedeni olarak goriilebilir. Ancak bu
caligmalarda, daha oOnce de belirtildigi gibi enfeksiyon Oncesi yapilan bir takim
uygulamalar (6zellikle antibiyotik uygulamasinin), AIEC’in tek basina inflamasyona
neden olamayacagina dair izler tagimaktadir. Diger taraftan bu caligmalar AIEC nin bir
patojenden ziyade patobiyont oldugu kabullini desteklemektedir. Bir patobiyont normal
sartlar altinda saglikli mukozada yerlesik olarak yasar ve konukguya zarar vermez.
Ancak ¢evresel ve genetik sartlar bozuldugunda ya da degistiginde konukguda patolojik
reaksiyonlarin gelismesine yol agar (Janet ve ark. 2011). AIEC irklarinin bir¢ogunun
genomunda tespit edilen viriilens genlere ve prototip itk LF82’nin rapor edilmis
patojenite mekanizmasina ragmen, AIEC genellikle patobiyont olarak kabul edilir. Bu
kabul ayni zamanda Crohn hastalarindan daha diisiik siklikta bulunmasina ragmen,
saglikli 6rneklerin de intestinal mukozalarinda AIEC tasimalarindan ileri gelmektedir.
(Baumgart ve ark. 2007, Martinez-Medina ve ark. 2009, Sasaki ve ark. 2007, Darfeuille-
Michaud ve ark. 2004, Dogan ve ark. 2013).
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AIEC wrklarinin saglikli dokulardan da elde edilmesi arastirmacilart bu 1rkin
normal intestinal sistemdeki yerlesim yerinin neresi olduguna dair caligmalara
yoneltmistir. Mevcut sartlar altinda AIEC irkinin mukozadaki loklalizasyonunun tam
olarak neresi oldugunu belirlemek miimkiin degildir; ¢unki AIEC patotip’ine 6zgl
molekiiler hedefler heniiz mevcut degildir. Bilinen referans irklarla enfekte edilen bazi
hayvan modelleri ile ilgili baz1 bulgular elde edilmistir. Ornegin O83 antijeninin
boyanmasi ile LF82 ve NRG857c irklar1 birka¢ fare modelinde yapilan deneylerde
ileum, kolon ve ¢ekumda lokalize olmus sekilde kriptlerin kaidesinde ve makrofajlarin
iginde tespit edilmislerdir (Small ve ark. 2013). GFP (Green Flouresan Protein) iceren
plazmitlere sahip LF82 irklar1 ile yapilan bir diger caligmada giicli bir gut
kolonizasyonu goriilmesine ragmen, bakterilerin limende kaldig1i ve intestinal
epitelyum hicrelerine yapismadigi tespit edilmistir (Simonsen ve ark. 2011). Bakteriyel
adezyon ve invazyonu goruntuleyebilmek igin E. coli liposakkaridlerinin spesifik
antikorlarla boyandig1 bir ¢alismada da DSS uygulanmis fareler floresan isaretli LF82
ile enfekte edilmis ve enfekte fareler, enfekte olmayan farelerle karsilagtirmislardir.
Veriler enfekte farelerin enfekte olmayanlarla karsilastirildiginda intestinal epitelyum
hicrelerinde ve lamina propriada, AIEC’nin inestinal epitelyum hucrelerine
invazyonunu ve tranlokasyonunu destekleyen yiksek miktarda AIEC varhigini
gostermistir. Ancak AIEC’in intestinal mukozada belli bir bolgede lokalize olarak bu
etkiyi gosterdigine dair bir bulguya rastlanilmamistir (Low ve ark. 2013). Bu baglamda
bu 1rklarin intestinal mukozadaki yerlesim yerinin belirlenmesi bu bakterinin hastaligin

gelisiminde tam olarak nasil bir rol oynadigi ile ilgili 6nemli veriler sunacaktir.

Yaptigimiz ¢alismada hem AIEC referans irki1 LF82’yi intestinal sistemin farkli
bolgelerinden (kolon ve ileum) elde etti§imiz mukozal iceriklerle hazirladigimiz BMSM
ortamlarinda kiiltiire ettik hem de bu BMSM ortamlarin1 belli bir oranda (% 20) hiicre
kiltlr ortamina ekleyerek bu irkin farkli ortamlardaki adheziv ve invaziv 6zelliklerini
karsilastirdik. Bu yaklasimdan hareketle bu irkin saglikl intestinal sistemdeki yerlesim
yeri ile ilgili ipuglar1 elde etmeye ¢alistik.

Calismay1 farkli zamanlarda iki farkli fare irki kullanarak gerceklestirdik.
Calismadan elde ettigimiz bulgulardan ilki, LF82’nin farkli bolgelerden elde edilen
mukozal igeriklerle hazirlanan BMSM ortamlarindaki tireme kabiliyeti ile ilgiliydi.

Buna gore LF82 ki, hem CR hem de IR bélgelerinden elde edilen ortamlarda, LB
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ortamina gore daha iyi lireyebildi. Anlamli bir sekilde LF82’nin en iyi iireyebildigi
ortam ileumdan elde edilen ortamdi. Keza LB ortamiyla karsilastirildiginda bakteri bu
ortamda onemli bir farkla ve ortalama iki kat1 sayida tiredi (Cizelge 4.1., Sekil 4.1.).
Saglikli doku 6rneklerinin ex-vivo olarak AIEC ile enfekte edildigi bir calismada AIEC
LF82 bakterisinin ileal dokulara kolon dokulariyla karsilastirildiginda daha yiiksek bir
sayida yapistigi tespit edilmistir (Jensen ve ark. 2011). Ayrica baska bir ¢alismada E.
coli populasyonu i¢indeki AIEC oran1 kolonda % 0.95, ileumda ise % 3.58 olarak tespit
edilmistir (Martinez-Medina ve ark. 2009). Ek olarak diger ¢alismalardan elde edilen
veriler saglikli 6rneklerde kolonda % 0’dan % 15.8’e kadar; ileumda ise % 6.2’den %
18’e¢ kadar degisen oranlarda AIEC varligim1 gostermistir (Seksik ve ark. 2003,
Baumgart ve ark. 2007, Vasques ve ark. 2007). AIEC iltihabi bagirsak hastaligi
tagimayan bireylerde de kolonize olabilmesine ragmen, bu bakteriler genellikle mukozal
bariyerden igeri geg¢mezler ¢ilinkii saglikli Orneklerde bakteriyel invazyon
gozlenmemistir (Seksik ve ark. 2003, Baumgart ve ark. 2007, Vasques ve ark. 2007).
Bu verilerin tiimii birlikte ‘’asemptomatik’’ tasiyici olarak tanimlanabilen her 6 saglikli
bireyin en az birinde AIEC’nin ileuma kolaylikla kolonize olabildigini desteklemektedir
(Martinez-Medina ve ark. 2014). Dolayistyla bulgularimiz yukarida verilen Onceki
caligmalar da g6z Oniine alindiginda saglikli 6rneklerde bu irkin yerlesim yeri olarak

ileum bolgesini tercih ettiginine dair 6nemli ipuglari sunmaktadir.

Diger taraftan CR ve ileum IR boélgelerinden alinan mukozal igeriklerle
hazirlanan BMSM ortamin1 igeren hiicre kiiltiir ortamlariyla yaptigimiz hiicre
enfeksiyon deneyleri, LF82’nin farkli ortamlardaki adhesiv ve invasiv 0zelliklerinin
kontole gére oldukga farkli oldugunu gosterdi. Ustelik bu farklilik her iki fare irkinda da
benzer ve birbirini destekler nitelikteydi (Sekil 4.9 ve 4.10.).

LF82’nin adhesiv 6zellikleri incelendiginde CR bolgesinden hazirlanan
ortaminda olduk¢a farkli bir sonu¢ oldugu gorildi. LF82’nin CR bdlgesinden
hazirlanan ortamda hucrelere, kontrole gore daha fazla bir oranda yapistigi gozlendi.
Keza kontroliin adezyon orani % 100 kabul edildiginde bu oran, FVB/N farelerinde %
161+32 iken Balb/c farelerinde % 211+10 idi. IR ortaminda ise, LF82’nin kontrole daha
diisiik oranlarda hiicrelere yapistigi goriildii: Kontroliin adezyon oram1 % 100 kabul
edildiginde FVB/N farelerinde adezyon oraninin % 19417, Balb/c farelerinde ise bu
oranin % 54+8 oldugu goriildii (Cizelge 4.2., Sekil 4.3.; Cizelge 4.4, Sekil 4.6.).
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LF82’nin farkli ortamlardaki invasiv 6zelliklerine bakildiginda CR bdlgesinden
hazirlanan ortamda, hticre enfeksiyon periyodundan sonra kontrole gore daha diisiik
seviyelerde intraseliiler LF82 varligi saptandi. Diger taraftan IR bolgesinden hazirlanan
ortamda kontrole gore oldukga diisiik seviyelerde intraseliiler LF82 varligina rastlanildi.
Keza en diisiik intraseliiler LF82 orani, IR ortamina aitti. FVB/N farelerinde kontroliin
invazyon orant % 100 kabul edildiginde CR ortamindaki intraseltler LF82 oran1 %
55+7 iken, IR ortaminda ihmal edilecek seviyede koloni sayildigindan bu oran
sonuclara % 0 olarak yansidi. Balb/c farelerinde de farklilik benzerdi. Balb/c fareleri
icin kontroliin invazyon orani % 100 kabul edildiginde CR ortamindaki intraselller
LF82 oran1 % 30+3 iken IR ortaminda bu oran yalnizca % 4.3£2 idi (Cizelge 4.3., Sekil
4.5.; Cizelge 4.5., Sekil 4.8.).

Adezyon ve invazyon deneylerinden elde ettigimiz bulgular oldukca ilgi
cekiciydi. Kolon bolgesinden elde edilmis mukozal icerikle hazirlanan BMSM ortamini
igeren hiicre kiiltiir ortamina ait adezyon sonuglari hari¢, LF82’nin adezyon ve invazyon
oranlarinin kontrole gére her iki BMSM ortamini igeren kiiltiir ortamlarinda da (kolon
ve ileum) ciddi sekilde diisiis gdsterdigini gordiik. Bu diisiis oranlarina bakildiginda en
diisiik adezyon ve invazyon oraninin IR ortamina ait oldugunu gérdiik. CR ortaminin da
IR ortami kadar olmasa da kontrolden daha diisiik bir invazyon degerine sahip oldugu
goriildii. Diger taraftan invazyon degerlerinin aksine CR ortaminin, en yiksek adezyon

degerine sahip oldugu gorildii.

Adezyon ve invazyon sonuglarinin bu sekilde olmasinin nedenleri sonraki
caligmalarla arastirtlacaktir. Ancak sonuclardan 6zellikle invazyon verilerinde BMSM
ortamlarini igeren hiicre kiiltlir ortamlarinda enfeksiyon periyodundan sonra saptanan
diisiik intraseliiler LF82 oranlariin, bakterinin hiicrelere yapismasina ve invaze
etmesine aracilik eden type-1 pili ve/veya long polar fimriae (Ipf)’nin, BMSM
ortamlarinda bulunan reseptorler tarafindan tutulmasindan kaynaklandigi tahmin
edilmektedir. Keza sonraki ¢alisma oligomannozil ve GP2 gibi reseptorlerin, BMSM
ortamlarinda immunolojik olarak taranmasi tizerine olacaktir. Clnki bakterinin bu iki
elemanindan type-1 pili, ayn1 zamanda musinde bulunan oligomannozil gruplarina
baglanir. Keza patolojik olarak AIEC irklarina oldukca yakin EHEC irkinin musine N-
bagli bir oligosakkarid olan 118 kDa’luk oligomannozil guruplarina type-1 pili
araciligiyla baglanabildigi saptanmistir (Sajjan ve Forstner 1990). Lpf ise bakterinin
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lenfoid dokulara ge¢mede kullandigi M hiicreleri tizerindeki GP2 glikoproteinlerine
baglanir (Chassaing ve ark. 2011). Anlaml bir sekilde, IR ortamina ait adezyon ve
invazyon sonuglarinin oldukga diisiik degerlerde olmasi, intestinal mukozada hem kolon
hem de ince bagirsaktaki ortak mukus bileseni olan MUC2’ye N-bagh
oligosakkaridlerden biri olan mannozil oligosakkaridinin yani sira sadece ileum
bélgesinde bulunan M hiicreleri Gzerindeki GP2 glikoprotein reseptdrlerinin varligindan
ileri geliyor olabilir. Tabii bunlarin disinda baska spesifik reseptor-ligand etkilesimleri
de meydana gelmis olabilir. Diger taraftan ¢alismayla ilgili yapilan literatiir taramasinda
calismaya en yakin bir dizi ¢alisma bulunmistur. Bunlardan belki de en dikkat ¢ekici
olani ticari musin kullanilarak gergeklestirilen g¢aligmadir. 1-407 ve Caco-2 hicre
hatlarinin kullanildig1 bu ¢alismada hiicreler E.coli C25 irki ile enfekte edilmeden once
hiicre kiiltiir ortamina belli oranlarda musin eklenmistir. Enfeksiyon periyodundan sonra
elde edilen sonuglar her iki hiicre hattinda da musinin, kontrole gore bakteriyel
translokasyonu giiclii bir sekilde inhibe ettigi goriilmiis ve bakteriyel pili’nin musin
bagli oligosakkarit birimleri tarafindan hiicrelere ulagsmadan alikondugu sonucuna
vartlmistir (Gork ve ark. 1999). Bu sonucu destekleyen bir baska ¢alismada, musine
bagli olarak bulunabilen mannoz oligosakkaridinin LF82 bakterisinin adezyonu ve
invazyonundaki rold, 1-407 hiicre hattinin kullanildigi hiicre enfeksiyon deneyleriyle
aragtirllmistir. Hiicre enfeksiyonundan once ortama %2 oraninda eklenen D-mannoz
veya metil-a-D-mannopiranozidin 3 saatlik hiicre enfeksiyon periyodundan sonra
kontrole gore LF82’nin adezyonunu sirasiyla %96.1 ve %99.8 oraninda inhibe ettigi,
gentamisin muamelesini takiben ek 1 saatlik inkiibasyondan sonra ise D-mannoz veya
metil-a-D-mannopiranozidin, bakterinin invazyonunu sirasiyla %99.7 ve %99.8
oraninda inhibe ettigi goriilmiistiir. Sonuglar, LF82’nin intestinal epitelyum hiicrelerine
type-1 pili araciligiyla yapisabilecegini ve bunun buyik oranda type-1 pili/mannozil
etkilesmi tizerinden gerceklestigini ortaya koymustur (Boudeau ve ark. 2001). Keza
yapmis oldugumuz calisma da hazirladigimiz ortamlarda LF82 bakterisinin adezyon ve
invazyonu 1-407 hiicre hatt1 kullanilarak arastirildi ve sonuglarin benzer izler tasidigi

goralda.

Daha once deginilen GFP (Green Flouresan Protein) igeren plazmitlere sahip
LF82 iwrklar ile yapilan ¢alismada giiclii bir gut kolonizasyonu goriilmesine ragmen,

bakterilerin limende kaldig1 ve intestinal epitelyum hiicrelerine yapismadigi tespit
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edilmistir (Simonsen ve ark. 2011). Bu calismadan elde edilen yiliksek orandaki gut
kolonizasyonuna ragmen, LF82’nin liimende kalmasi ile ilgili bulgu, bakterinin
mukozal bariyer tarafindan alikonulmus olabilecegini giiglii  bir sekilde

desteklemektedir.

Bir diger benzer calismada Yeni Zellanda beyaz tavsanindan izole edilen ve
ultrasantrifugasyonla saflastirilan ileal ve kolonik musinin, E. coli RDEC1’in polisistren
kuyucuklara ve enterosit mikrovilluslarina yapigsmasii bloke ettigi ortaya konmustur.
Bu bakterinin hicrelere yapisma elemani AF/RI pili’nin musindeki glikoprotein
birimleri tarafindan tutuldugu sonucuna varilmis ¢uinki bunun pili bulundurmayan M34
izojenik mutantinin polisistren kuyucuklara yapisamadigr gorilmustiir. Sasirtict bir
sekilde bakteri yerlesim yeri olarak ileumda bulunmasina ragmen, E. coli RDEC1
baglanmasinin, ileuma ait musine nazaran kolonik musin tarafindan daha yiiksek bir
oranda inhibe edildigi gortilmistiir (Drumm ve ark. 1988, Mack ve Sharman 1991).
Oysaki mevcut galigmadan elde ettigimiz veriler CR ortamimin LF82’nin bakteriyel
adezyonunu inhibe etmedigini, aksine en yiiksek adezyon oranmnin CR ortaminda
oldugunu goéstermektedir. BMSM ortamina ait komponentlerin LF82’nin 1-407
hiicrelerine baglanmasini bir sekilde bloke ettigi diisiiniiliirse, CR ortaminda LF82’nin
adezyon kapasitesini bloke edebilen reseptorlerden ziyade bakterinin 1-407 hiicrelerine
daha yuksek bir oranda yapigmasina neden olan bir ortamin oldugu sdylenebilir. Bu
sonu¢ CR ortaminda LF82’yi alikoyabilecek 6zgiin reseptorlerin bulunmadigi ya da ¢ok
az oranda bulundugu dolayisiyla CR ortaminin LF82 i¢in ¢ok da tanidik bir yerlesim
yeri olmadigi algisint uyandirmaktadir. Ancak bunun sonraki ¢aligmalarla dogrulanmasi
gerekmektedir. Diger taraftan, IR ortaminda, bakterinin adezyon oraninin kontrole

nazaran neredeyse yari yartya diistiigii gortildii.

Yaptigimiz calismadan elde ettigimiz bulgularn diger ¢alismalarla da
degerlendirdigimizde AIEC ki LF82’nin,saglikli dokularda yerlesim yeri olarak ileum
bolgesini tercih ettigine dair ipuglart elde ettik. Ayrica hem bakteriyel kultur
sonuglarimin hem de adezyon ve invazyon sonuclarinin her bir bolgeye gore farkl
oranlarda olmast BMSM ortamlarinda LF82 ile 6zgiin reseptOr-ligand etkilesimlerinin
meydana gelmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu baglamda ilerleyen caligmalarda
bu etkilesimler belirlenebilirse LF82’nin saptanmasini kolaylastiran 6zgun molekuller

ortaya cikarilabilir. Bu irkin Crohn hastalarinda inflamasyonlu bdlgelerdeki ylksek
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yogunlugu g6z Oniine alininca belki de bu yolla hastalifa 6zgii yeni terapotik hedefler
bulunabilecektir. Ancak Oncelikle, elde ettigimiz bulgularla ilgili belirttigimiz olasi
nedenleri yukarida séziinii ettigimiz immunolojik temelli bir dizi c¢alismayla da
desteklememiz gerekmektedir.
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